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Les viroïdes ont une énorme importance scientifique puisqu'ils sont les plus petits 
réplicons et organismes connus, puisqu'il est probable qu'ils soient des reliques vivantes 
d'un monde à ARN et finalement puisqu'ils sont des modèles très simples et donc idéaux 
pour l'étude de la structure et de la fonction de l'ARN. Ils sont des pathogènes des plantes 
supérieures qui sont formés d'ARN simple brin circulaire et qui, contrairement aux virus, 
ne sont pas encapsidés. De plus, ils ne codent pour aucune protéine; leur enzyme de 
réplication est donc une enzyme de l'hôte. La présence de multimères linéaires de 
séquences de viroïdes dans les cellules de plantes infectées a conduit à postuler que leur 
réplication s'effectue par cercle roulant. Ce mécanisme implique la synthèse d'une 
séquence de polarité opposée et multimérique, l'excision et la circularisation des 
monomères. Les mêmes étapes sont répétées avec des séquences de polarité opposée pour 
donner la progéniture. Les viroïdes sont subdivisés en deux groupes selon leur séquence et 
certaines caractéristiques biochimiques. Les viroïdes du groupe A sont ceux ayant la 
propriété de s'autocouper de façon catalytique à un site précis, tandis que ceux du groupe B 
démontrent la conservation des cinq domaines de séquence qui les composent. Plusieurs 
évidences suggèrent que l'ARN polymérase II de l'hôte est l'enzyme de réplication des 
viroïdes du groupe B. Nous avons investigué l'implication de l'ARN pol II pour vérifier si 
elle supporte la réplication d'une des espèces du groupe A, PLMV d, le viroïde de la 
mosaique latente de la pêche. Un phénomène très intéressant de cette réplication est la 
coupure des brins multimériques en monomères. Chez les viroïdes du groupe A, cette 
coupure est catalysée par un motif d'ARN pouvant adopter une structure secondaire 
catalytique, la tête de marteau. Nous avons aussi étudié le mécanisme d'autocoupure chez 
PLMVd. Pour leur part, les viroïdes du groupe B nécéssitent des facteurs de l'hôte pour 
cette coupure. Les études ici décrites visaient initialement à obtenir une synthèse in vitro de 
PLMVd à partir de l'ARN polymérase II purifiée du germe de blé, ainsi qu'à déterminer le 
mécanisme de l'autocoupure de ce viroïde. Les expériences et le cheminement nous 
permettant de suggérer l'hypothèse que l'ARN polymérase II n'est pas l'enzyme de 
réplication des viroïdes du groupe A, qui utiliseraient une polymérase plus ancienne ne se 
retrouvant possiblement pas dans le noyau cellulaire, sont rapportées. De plus, des 
expériences démontrant que le mécanisme d'autocoupure de PLMV d s'effectue par une 
structure en simple tête de marteau et que l'efficacité de cette réaction est gouvernée par la 
stabilité du bras gauche de la molécule de ce viroïde sont rapportées. 
CHAPITRE 1: INTRODUCTION 
La découverte inattendue en 1971 d'un agent infectieux d'à peine 360 nt vint 
chambarder la notion de quantité d'information génétique minimale requise pour assurer la 
réplication et l'induction de symptômes. Il fut démontré que cet agent était non pas un 
virus conventionnel, mais bien un nouveau type de pathogène constitué uniquement d'une 
petite molécule d'ARN simple brin circulaire et non encapsidée dans une enveloppe 
protéique comme les virus. Ces nouveaux agents infectieux ont été définis comme étant 
des viroïdes par Diener (1971). Depuis cette première découverte, 23 autres viroïdes ont 
été séquencés (voir section 1.3). De plus, des ARN satellites de virus de plantes ont été 
caractérisés et ont montré des similarités aux viroïdes en terme de taille et de structure 
moléculaire, au point que l'étude des viroïdes ou des ARN satellites passe inévitablement 
par la comparaison de ces deux groupes entre eux. Par contre, les ARN satellites ont des 
différences notables avec les viroïdes, la principale étant qu'ils sont encapsidés avec leur 
virus. Les viroïdes et les ARN satellites circulaires, dont les caractéristiques seront revues 
en détail plus loin (voir sections 1.3), sont considérés comme formant un des quatre 
groupes de très petits génomes d'ARN infectieux, celui des ARN pathogènes sub-viraux 
circulaires (Branch et al., 1990). 
, , , 
1.1 GENERALITES 
Les viroïdes sont des pathogènes des plantes supérieures et sont formés d'ARN (de 
246 à 375 nt) simple brin circulaire, qui, contrairement aux virus, ne sont pas encapsidés 
(revu par Diener, 1993a). Il s'agit des plus petits organismes connus. À cause d'une très 
forte complémentarité de bases intramoléculaire, les viroïdes assument pour la plupart une 
structure secondaire et tertiaire en bâtonnet dans laquelle des régions double brin alternent 
avec des régions simple brin (fig. 1). 
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Comme les virus, les viroïdes se répliquent de façon autonome (i.e. sans l'aide d'un 
virus associé fournissant l'enzyme de réplication) dans des cellules végétales susceptibles 
(Diener, 1979) malgré leur petite taille et donc leur quantité d'information génétique 
sévèrement limitée. Contrairement aux ARN viraux, les viroïdes ne semblent pas avoir de 
propriétés codantes; ils doivent donc être répliqués par des enzymes de l'hôte. Cette forte 
dépendance envers les facteurs de l'hôte est un thème omniprésent chez les ARN 
pathogènes sub-viraux circulaires. 
Les maladies causées par des viroïdes à des plantes d'importance économique furent 
observées depuis le premier quart du :xxe siècle. Au début elle étaien attribuées à des 
infections virales conventionnelles. C'est la recherche de ces pathogènes viraux qui mena à 
la découverte des viroïdes (Diener, 1979). 
Le premier pathogène reconnu comme un viroïde fut l'agent causant la maladie de 
l'allongement des tubercules de pomme de terre, le PSTV d ( «potato spindle tuber viroid», 
fig. 1), qu'on a longtemps cru être un virus. La première évidence que cela n'était pas le 
cas fut rapportée par Diener et Raymer ( 1967) qui démontrèrent que ce pathogène est un 
ARN libre chez les plantes infectées. Quand le faible poids moléculaire de ce pathogène fut 
déterminé (Diener, 1971; Singh et Clark, 1971), le terme viroïde fut proposé pour 
différencier ces petites particules d'ARN infectieuses non encapsidées des virus 
conventionnels qui ont un génome encapsidé (Diener, 1971). Les pathogènes de plantes 
ensuite reconnus comme viroïdes furent ceux de la maladie de l'exocortex du citron, le 
CEVd (Semancik et Weathers, 1972), et le viroïde de la maladie du rabougrissement du 
chrysanthème, le CSVd (Hollings et Stone, 1973; Diener et Lawson, 1973). Jusqu'à 
maintenant, la majorité des viroïdes connus sont responsables de pertes économiques 
considérables chez plusieurs espèces de plantes importantes en monoculture. 
Deux groupes d'entités satellites de virus de plantes existent, les ARN satellites et les 
virus satellites. Pour chacun de ces groupes, la dépendance de leurs membres envers leurs 
virus associés et l'absence de similarité de séquences nucléotidiques entre leurs membres et 
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Figure 1: Structure secondaire des viroïdes. 
A) Structure secondaire schématique d'un viroïde du groupe B. À remarquer l'alternance 
des régions simple et double brin et la localisation approximative des 5 domaines de 
séquence des virdides de ce groupe. 
(Tiré de: Diener, 1993a) 
B) Microscopie électronique de.PSTVd («potato spindle tuber viroid»). Les flèches 
pointent les molécules de viroïdes. La barre de mesure fait 200 nm. 
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leurs virus associés sont les caractéristiques communes majeures. Ces organismes 
satellites sont considérés comme des parasites moléculaires de leur virus associés. Ces 
deux groupes se distinguent par l'origine de leur capside: l'ARN génomique d'un virus 
satellite code pour sa propre protéine d'enveloppe, alors que celui d'un ARN satellite ne 
code pas pour celle-ci et s'accumule dans des capsides formées par leur virus associés. Les 
ARN satellites (apparentés aux viroides) sont aussi des ARN simple brin circulaires, de 
275 à 359 nt, et associés avec des virus de plante composés d'ARN simple brin linéaire de 
polarité positive (+) d'environ 4500 nt dans des particules virales isométriques et 
appartenant à trois groupes: les népovirus, les lutéovirus et les sobemuvirus. Ces ARN 
satellites, tout comme les viroïdes, n'ont pas d'activité codante et possèdent une forte 
autocomplémentarité intramoléculaire (Symons et al., 1985). 
L'appellation "virusoide" a été longtemps utilisée pour désigner les ARN satellites de 
virus de plantes dont la forme encapsidée est circulaire, ce qui excluait le satellite du virus 
de la tache ronde du tabac (sTobRSV pour «satellite RNA of Tobacco Ringspot Virus»). 
Le "v" précédant l'abréviation d'un ARN satellite représente donc le mot «virusoid», et un 
"s" remplace «satellite». · sTobRSV est et le premier satellite découvert et le plus étudié 
(Schneider, 1969; Schneider, 1977), est un exemple du type de diversité présente dans le 
groupe des satellites. Quoique la forme encapsidée de ce satellite soit linéaire 
(contrairement aux autres satellites), son appartenance à ce groupe résulte de l'usage de la 
forme circulaire pour la réplication. Comme pour la plupart des ARN satellites et leur virus 
associé, la structure de sTobRSV est très différente de celle de son virus associé, rendant 
très improbable que celui-ci soit capable de fournir tous les facteurs requis pour la 
réplication du satellite (Branch et al., 1990). 
De plus, le groupe des satellites comprend le virus delta (ô) de l'hépatite B humaine, 
(HDV; «hepatitis delta virus»), le plus petit pathogène humain et le seul pathogène 
apparenté aux viroïdes (faisant donc partie des pathogènes d'ARN sub-viraux circulaires) à 
avoir un hôte animal (Been, 1994). HDV a un ARN circulaire simple brin de 1679 
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nucléotides qui est encapsidé dans une particule virale séparée de celle de son virus associé. 
Cet ARN code pour une protéine, l'antigène delta, qui possède deux formes dépendant de 
l'édition (Diener, 1993b). Cette caractéristique rend HDV le plus inusité des membres des 
satellites (revu par Been, 1994). 
1.2 L'INTÉRET DES 
MOLÉCULAIRE 
VIROÏDES EN BIOLOGIE 
Deux grands axes de la biologie moléculaire des viroïdes sont particulièrement peu 
connus, soit leur réplication et leur pathogénèse. Trois raisons expliquent ce manque de 
connaissance: leur taille excessivement petite, leur potentiel codant limité et leur inhabilité à 
être exprimés en protéines. En absence de protéines codées par les viroïdes, ces deux 
processus impliquent nécéssairement des interactions directes avec certains constituants de 
l'hôte. 
À la lumière de ces faits, les viroïdes et les satellites sont d'un grand intérêt pour la 
biologie moléculaire car: 
1) Ces ARN sont les phis petits organismes connus et les plus simples réplicons connus 
(i.e. une unité génétique capable d'initier une réplication moléculaire); l'élucidation de leur 
mécanisme de réplication et de pathogénèse a donc une importance considérable (Diener, 
1979). 
2) Ces ARN ont potentiellement une grande importance évolutive puisqu'ils pourraient 
représenter des reliques évolutives d'un monde précellulaire (Diener, 1989). 




1.3 LA CLASSIFICATION ET LA PHYLOGENIE DES 
VIROÏDES 
Les études de comparaison de séquences des viroïdes suggèrent leur classification en 
deux groupes majeurs (tableau 1). La base de la classification des viroïdes est la présence 
d'une région centrale conservée (RCC) à divers degrés en structure primaire et secondaire 
et présente chez les membres du groupe B (voir fig. lA). 
Le groupe B, regroupant la majorité des viroïdes, est subdivisé en sous-groupe Bl 
(espèce-type PSTVd) et B2 (espèce-type ASSVd). Le sous-groupe B2 se distingue du 
sous-groupe B 1 par les séquences dans sa RCC. Dans ce domaine environ 30 nucléotides 
sont très conservés à l'intérieur de ces sous-groupes. Il y a peu d'homologie entre les 
nucléotides de cette région des deux sous-groupes, ce qui forme la base de leur 
subdivision. La comparaison de séquences de viroïdes par paires a permis d'établir le 
modèle des domaines (Keese et Symons, 1985) qui divise tous les viroïdes du groupe B en 
cinq régions: Tl, P, C, V, et T2 pour respectivement terminale gauche, pathogénique, 
centrale (conservée), variable et terminale droite. Les changements drastiques dans 
l'homologie de séquence définissent les limites entre les différents domaines; ces 
changements sont toujours consistants dans les comparaisons de paires de séquences. 
Le groupe A, dont l'espèce-type est ASBVd, contient les seuls viroïdes connus 
capables de s'autocouper in vitro (Symons, 1992; Beaudry et al., 1995). Le seul motif 
d'ARN autocatalytique connu chez les viroïdes est la tête de marteau, qui sera revue plus 
loin. Chez ces viroïdes, quelques nucléotides seulement sont conservés, aucune RCC n'est 
décrite et les membres de ce groupe ne peuvent pas être divisés en domaines de la même 
façon que ceux du groupe B. 
Cette classification est confirmée par l'arbre phylogénétique des viroïdes et des 
satellites dans lequel ces deux types d'organismes sont regroupés côte-à-côte sans 
s'entremêler (voir fig. 2). Une liste exhaustive des satellites et autres pathogènes de plantes 
a été réalisée par Fauquet et Martelli (1995). 
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Tableau 1: Liste des viroïdes séquencés et publiés en octobre 1995. 
Le "d" terminant une abréviation identifie un viroïde (Hull et al., 1991). Mentionnons qu'il 
y a une certaine hétérogénéité dans la longueur de plusieurs espèces et que des variants de 
séquences, se différenciant habituellement aussi par l'induction de symptômes variant en 
sévérité, se retrouvent dans les deux groupes de viroïdes. 
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GROUPE RBRÉU 1 RTI ON LONGUEUR(nt NOM 
A ASBVd 246-251 Avocado sunblotch viroid 
PLMVd 337,338 Peach latent nwsaic viroid 
Bl PSTVd 359,360 Potato spindle tuber viroid 
CVdIV 284 Citrus viroid species IV 
CSVd 354-356 Chrysanthemum stunt viroid 
CEVd 369-375 Citrus exocortis viroid 
CCCVd 246,247,287 Coconut cadang-cadang viroid 
CTiVd 254 Coconut tinangaja viroid 
HLVd 256 Hop latent viroid 
HSVd 296-303 Hop stunt viroid 
Variants: CPFVd 301-303 Cucumber pale fruit viroid (HSVd) 
CVdII 298 Citrus viroid species II (HSVd) 
TASVd 360-363 Tomato apical stunt viroid 
TPMVd 360 Tomato planta macho viroid 
CLVd 370-372 Columnea latent viroid 
B2 ASSVd 329,330 Apple scar skin viroid 
CBLVd 318 Citrus bent leaf viroid 
GYSVd 363-369 Grapevine yellow speckle viroid 
GlBVd 363 Grapevine 1 B viroid 
AGVd 369 Australian grapevine viroid 
DAVd 333 Dapple apple viroid 
CbVd 1 (CoYVd) 248 Co/eus blumei viroid 1 
CVdIIIa 297 Citrus viroid species Ilia 
CVd Illb 294 Citrus viroid species //lb 
PBCVd 315 Pear blister canker viroid 
Même chez des viroïdes qui ne sont pas classés dans le même sous-groupe, on peut 
trouver des homologies de séquences, d'où la proposition que l'évolution des viroïdes a 
peut-être impliqué des réarrangements entre viroïdes infectant une même cellule (Keese et 
Symons, 1985), contribuant à leur diversité. 
Les viroïdes du groupe B ne peuvent former de tête de marteau (Forster et Symons, 
1987) et les oligomères des viroïdes du groupe A ne peuvent former le palindrome typique 
des autres viroïdes (voir section 1.4.4). Il est donc possible que les séquences impliquées 
dans la formation de la structure de coupure hypothétique des viroïdes du groupe B aient 
évolué de séquences originellement impliquées dans la formation de structure de coupure 
autocatalytique, comme celles encore présentes des viroïdes du groupe A et de la plupart 
des ARN satellites (Diener, 1989). Les résultats d'analyses phylogénétiques des viroïdes 
et des ARN satellites, basées sur leurs séquences nucléotidiques alignées par ordinateur, 
sont compatibles avec le concept que ces ARN ont une origine commune et que PLMV d 
(Bussière et al., 1995) puisse représenter le lien évolutif entre les viroïdes et les satellites. 
Selon cette hypothèse, les viroïdes et les satellites auraient évolué d'un ancêtre commun, et 
les deux acquirent par la suite une dépendance envers leur hôte ou leur virus associé. 
1.4 LA RÉPLICATION DES VIROÏDES 
1.4.1 LES INTERMÉDIAIRES DE RÉPLICATION DES VIROÏDES 
Des études d'hybridation ont démontré que les plantes hôtes, qu'elles soient infectées 
ou non, ne contiennent pas, soit libre dans la cellule ou dans leur génome, de séquences de 
viroïdes sous forme d'ADN. Il est communément accepté que les viroïdes se répliquent 
uniquement à l'aide d'intermédiaires d'ARN (voir section 1.4.3). D'ailleurs, de l'ARN 
ayant des séquences complémentaires aux génomes infectieux a été retrouvé dans des 
cellules infectées (Zelcer et al., 1982). De plus, des sondes spécifiques aux brins négatifs 
et positifs de PSTVd furent utilisées pour des analyses d'hybridation de type «Northem». 
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Figure 2: Arbre phylogénétique des viroi'des et des ARN satellites. 
Arbre phylogénétique schématisé et position relative des différents groupes de viroïdes et 
des ARN satellites. Entre parenthèses on retrouve le nom de l'espèce-type des groupes et 
des sous-groupes de viroïdes. A remarquer la position mitoyenne des viroïdes du groupe 
A entre ceux du groupe B (à gauche) et les ARN satellites (à droite). CarSV («carnation 
symptome associated viroid>>) est considéré comme un élément «viroid-like» retrouvé dans 
le génôme de la plante possiblement intégré par rétroposition. 
(Reproduction de Bussière et al., 1995) 
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Ces études ont démontré que la présence d'ARN oligomériques de polarité(-) de 2 à 5 
unités de séquence de viroïde alignées en "tête-à-queue" (Branch et al., 1981; Rohde et 
Sanger, 1981). Des oligomères de polarité ( +) furent aussi détectés, allant jusqu'à des 
octamères chez ASBVd (Bruening et al., 1982). La présence des multimères des deux 
polarités a permis de suggérer que la réplication s'effectue par cercle roulant (Branch et 
Robertson, 1984)(fig. 3). 
Les viroïdes du groupe A (dont PLMVd), et certains satellites (dont sLTSV, sTobRV, 
HDV, sBYDV et sARMV) ont un mécanisme symétrique puisque les oligomères de chaque 
polarité sont coupés et circularisés. D'après ce mécanisme, le viroïde infectieux(+) est 
copié par une polymérase en un brin multimérique (-) qui est ensuite coupé à des sites 
spécifiques pour produire des monomères ayant des extrémités 5'-hydroxyle et 2', 3'-
phosphocycliques qui seront ultérieurement liguées pour former des monomères circulaires 
(-). Un autre cercle roulant permet l'obtention de la progéniture. 
Les viroïdes du groupe B et quelques satellites (tous les "virusoïdes" sauf sLTSV et 
sBYDV, qui ont un cycle symétrique) ont un cycle asymétrique où un seul cercle roulant est 
réalisé; le multimère (-) niest pas coupé et est directement copié en multimère (+)qui est par 
la suite circularisé (Symons, 1990). 
1.4.2 LA POLYMÉRISATION LORS DE LA RÉPLICATION 
Les viroïdes sont les seuls génomes connus à réplication autonome ne codant pas pour 
leur propre réplicase ou une sous-unité de celle-ci. Toutefois, il n'y a pas de preuves 
expérimentales définitives que l'information génétique des viroïdes n'est pas traduite en 
polypeptide. Cependant, plusieurs évidences suggèrent cette absence d'expression; 
l'absence de site de liaison pour un ribosome, la structure secondaire stable et 
l'hétérogénéité des séquences défavorisent l'activité messager de ces ARN (Gross et al., 
1978). Dans les systèmes de traduction in vitro, aucun produit spécifique n'a pu être 
détecté si PSTVd (Davies et al., 1974), CEVd (Hall et al., 1974) ou PLMVd ((+)ou(-)) 
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Figure 3. Réplication en cercle roulant des viroïdes et ARN satellites 
impliquant des intermédiaires d' ARN. 
A) Réplication symétrique: lors de l'étape 1, le viroïde infectieux, circulaire et de polarité 
(+)(le brin dit génomique) est copié par une ARN polymérase en un multimère de polarité 
(-) (ditantigénomique) (étape2). Cemultimèreestcoupé à des sites spécifiques (étape 3), 
produisant des monomères qui sont ensuite ligués en monomères circulaires (étape 4). Un 
autre cercle roulant (étapes 5 à 8) permet l'obtention de molécules circulaires de polarité ( +) 
identiques à l'espèce moléculaire initiale. 
B) Réplication asymétrique: dans ce mécanisme, le multimère (-) n'est pas coupé et est 
directement copié en multimère (+) qui lui est maturé en monomères circulaires. Une 
coupure séquence-spécifique libérant les monomères ne se produit que sur le brin ( + ). 















(Fabien Côté et Jean-Pierre Perreault, communication personnelle) sert de messager. Une 
comparaison minutieuse des patrons protéiques de Gynuraaurantiaca infecté par CEVd 
avec des contrôles appropriés de plants sains n'a pas révélé de différences à ce niveau 
(Conejero et Semancik, 1977). En résumé, il est assumé que la réplication des viroïdes 
dépend d'une polymérisation à l'aide d'une polymérase de l'hôte. 
Les premières indications du mode de réplication des viroïdes proviennent d'études 
d'inhibition de la réplication. L'actinomycine D, un inhibiteur de transcription agissant en 
s'intercalant entre deux séquences OC opposées et appariées de l'ADN, inhibe la 
réplication des virdides ainsi que la synthèse d'ARN cellulaires tel que démontré avec des 
disques foliaires (Diener et Smith, 1975), des noyaux (Takahashi et Diener, 1975), et avec 
des protoplastes de tomate (Mühlbach et Sanger, 1979). Ces résultats laissèrent croire que 
la réplication des viroïdes impliquait une transcription à partir d'une matrice d'ADN. 
Toutefois, Grill et Semancik (1980) démentirent cette hypothèse et favorisèrent 
l'implication d'intermédiaires d'ARN en démontrant que la synthèse de CEV d et de PSTV d 
n'est pas inhibée à certaines concentrations d'actinomycine D qui diminuent de 80% la 
synthèse de l'ARN SS. L'effet primaire de l'actinomycine D dans la synthèse de viroïde 
fut donc attribué ou bien à l'inhibition d'une fonction spécifique à l'hôte ou à un effet 
toxique général sur le métabolisme cellulaire. La preuve définitive qu'il n'y a pas de 
séquences de viroïdes sous forme d'ADN intégrées dans le génome de l'hôte provient 
d'expériences d'hybridation rigoureuses de type «Southern» après traitement à la RNase 
(Zaitlin et al., 1980; Branch et Dickson, 1980). 
Des conclusions plus spécifiques peuvent être tirées des études de Mühlbach et Sanger 
(1979) sur la synthèse de PSTVd dans des protoplastes lorsque l 'a-amanitine est ajoutée 
comme inhibiteur. À une concentration intracellulaire d'a-amanitine de 2 X 10-8 M, la 
synthèse de viroïde est inhibée de 75% alors que la synthèse d'ARN total est inhibée 
seulement de 10%. Puisque que 10-8 M d'a-amanitine inhibe spécifiquement l'ARN 
polymérase II (ARN pol Il) ADN-dépendante eucaryotique, cette découverte suggèra 
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fortement que l'ARN pol II est impliquée, directement ou indirectement, dans la réplication 
de PSTV d. De pl us, la dépendance de la synthèse de CEV d dans des fractions enrichies de 
noyaux de Gynuraaurantiaca par rapport à la concentration d'ions (Mn2+ ou Mg2+) ou de 
sulfate d'ammonium indique une activité de l'ARN pol II (Semancik et Harper, 1984). 
Toutefois, la transcription in vitro de viroïdes n'est pas inhibée par l'a-amanitine (Boege et 
al., 1982). Conséquemment, ces résultats n'expliquent pas la sensibilité in vivo à l'a-
amanitine de la synthèse de viroïdes observée dans des protoplastes. De plus, à partir de 
traces de synthèse de CEV d même à haute concentration d'a-amanitine ( 1 o-8 -1 o-6M), une 
participation des ARN polymérases 1 et/ou III n'est pas exclue. 
La possibilité de réplication de viroïde par l'ARN pol II est surtout supportée par des 
études in vitro avec l'ARN pol II purifiée de tissus de tomate sains et de germe de blé 
(Rachwitz et al., 1981; Goodman et al., 1984). Il fut démontré qu'à partir de PSTVd isolé 
et en présence d'ions Mn2+ et Mg2+, l'enzyme transcrit des brins négatifs linéaires de 
pleine longueur et que ce viroïde est accepté comme matrice avec une plus forte activité que 
les autres ARN, naturels ou synthétiques. De plus, des intermédiaires de longueur définie 
s'accumulent durant la synthèse, suggérant une position d'initiation précise. Goodman et 
al. (1984) ont aussi rapporté que les ions Mn2+, qui normalement réduisent la spécificité de 
matrice des polymérases, ne sont pas requis, et que les viroïdes, même lorsque comparés à 
certains satellites (virusoïdes) démontrent un ordre de grandeur plus élevé d'activité 
matricielle. 
Des expériences d'ultracentrifugation analytique (Riesner et al., 1983; Goodman et al., 
1984) ont démontré que la constante de liaison entre l'ARN pol II de germe de blé et 
PSTVd est d'environ 107 M-1. Cette constante d'association est faible en comparaison à 
celle de la liaison polymérase-promoteur d'ADN, mais est environ un ordre de grandeur 
supérieur à celle de la liaison de la polymérase aux autres ARN naturels incluant certains 
ARN satellites (virusoïdes). De plus, il a été démontré par microscopie électronique que 
l'ARN pol II de germe de blé peut lier les deux extrémités de la structure secondaire de 
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PSTV d. Le fait que les viroïdes soient possiblement répliqués in vivo par l'ARN pol II de 
l'hôte, qui accepte habituellement l'ADN double brin comme matrice, suggère que les 
viroïdes peuvent être confondus dans la cellule avec une molécule d'ADN. Ceci reflèterait 
possiblement les caractéristiques structurales et dynamiques des viroïdes, décrites dans les 
années 70 comme semblables à l'ADN (Riesner et al., 1979). 
La transcription in vitro d'ARN de PSTVd en copies de pleine longueur par une ARN 
polymérase dépendante de l'ARN de tissu foliaire sain a aussi été rapportée (Boege et al., 
1982). Cette enzyme est aussi un bon candidat pour la réplication des virus de plantes à 
ARN (Fraenkel-Conrat, 1979). Cette catégorie d'enzymes formant le système de réplicases 
à ARN dépendantes de l'ARN fut initialement décrite par Romaine et Zaitlin (1978) et par 
lkegami et Fraenkel-Conrat (1978). Jusqu'à maintenant, la littérature n'a pas rapporté la 
synthèse de viroïdes avec l'ARN pol 1 ou III dépendante de l'ADN. Toutefois, nous 
devons quand même les considérer comme potentiellement impliquées dans la réplication 
des viroïdes. La localisation de certains viroïdes matures dans le nucléole (Schumacher et 
al., 1983) suggère que l'ARN pol 1 est responsable de la synthèse, enzyme qui 
normalement transcrit les ARNr dans cette organelle. Certaines homologies de séquences 
entre les séquences promotrices d'ADN de souris et des séquences à l'extrémité droite de la 
structure secondaire de PSTV d, CSV d et CEV d ont été montrées (Sanger, 1984). 
Toutefois, la localisation des viroïdes matures dans le nucléole n'exclut pas leur synthèse 
par l'ARN pol II qui est présente dans le nucléoplasme ou associée à la chromatine, donc 
extra-nucléolaire. Ceci peut être déduit de la comparaison avec le snRNA U3 qui, du 
moins chez les cellules animales, est transcrit de la chromatine par l'ARN pol II et se 
retrouve subséquemment associé au nucléole (Schumacher et al., 1983). Des études 
d'hybridations in situ avec des plants infectés par ASBV d ont démontré la localisation 
chloroplastique de cette espèce (Lima et al., 1994). Les auteurs conclurent que l'ARN pol 
II n'est probablement pas impliquée dans sa réplication. 
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1.4.3 LA COUPURE DES MULTIMÈRES EN MONOMÈRES 
1.4.3.1 LA COUPURE CATALYSÉE PAR UNE ENDONUCLÉASE 
Le mécanisme de coupure-ligation des viroïdes chez qui une autocoupure n'a pas été 
détectée n'est pas bien connu. Cependant, des études d'infectivité donnent un indice quant 
au site de coupure. Alors qu'un ADNc contenant une séquence de viroïde monomérique 
n'est pas infectieux, une construction contenant une répétition en tandem de la séquence est 
hautement infectieuse. Une séquence plus courte qu'un dimère complet est suffisante pour 
qu'il y ait coupure, pourvu que la duplication de séquence soit dans la région centrale 
conservée du brin supérieur. Chez tous les viroïdes du groupe B, la RCC est flanquée de 
répétitions inversées d'environ 9 nt, l'épingle à cheveux (Diener, 1993a). Un modèle 
suggérant un site de coupure-ligation fut proposé à partir de ces données (Tsagris et al., 
1991). Ce modèle est basé sur un palindrome thermodynamiquement très stable que ces 
séquences de viroïdes peuvent adopter, pourvu qu'elles contiennent une duplication de la 
RCC supérieure et les séquences de l'épingle à cheveux flanquantes. Le modèle stipule que 
la formation de cette structure est requise pour la maturation en monomères circulaires 
(Tsagris et al., 1991). Il fut démontré qu'in vitro, la RNase Tl est capable de couper et 
circulariser des transcrits de PSTVd si ceux-ci sont dupliqués dans la RCC supérieure et 
s'ils peuvent adopter une structure secondaire particulière prérequise pour cette activité 
enzymatique (Tsagris et al., 1991; Steger et al., 1992). Dans une autre étude, il fut 
démontré qu'en plus des ARN monomériques de PSTVd, d'autres ARN circulaires, plus 
courts et plus longs, étaient aussi formés durant la réaction (Tabler et al., 1992). La 
comparaison de différents transcrits révèle que la maturation correcte in vitro de PSTVd 
peut se faire à plusieurs sites alternatifs. Ces observations indiquent que la circularisation 
est dictée par la structure de l 'ARN et non par une séquence particulière. Ces données ont 
conduit les auteurs à un raffinement du modèle de maturation des multimères des viroïdes 
du groupe B, où les monomères adopteraient des "précercles" (repliement dans leur 
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structure secondaire individuelle). Puis la maturation s'effectuerait par un mécanisme en 
deux étapes: une coupure par une endoribonucléase de l'hôte, et une ligation possiblement 
par la même enzyme ou par la RNA ligase responsable de la maturation des ARNt (Tabler 
et al., 1992). Toutefois, il ne faut pas oublier que le système impliquant la RNase Tl 
fonctionne in vitro mais que ce n'est pas l'enzyme responsable du mécanisme in vivo et 
qu'il ne s'agit que d'un modèle d'étude. Par contre, une enzyme fut détectée chez les 
plantes qui unit des extrémités 2',3'-phosphocyclique et 5'-hydroxyle pour former un lien 
2'-phosphomonoester 3',5'-phosphodiester (Konarska et al., 1981; Konarska et al., 
1982). Il fut démontré que cette enzyme, qui est impliquée dans la maturation des ARNt, 
peut aussi circulariser covalemment des molécules de viroïdes linéaires (Kikuchi et al., 
1982; Branch et al., 1982). 
1.4.3.2 L' AUTOCOUPURE 
La réplication en cercle roulant des viroïdes implique une coupure hautement séquence-
spécifique des multimères pour en libérer les monomères qui sont ensuite ligués de façon 
intramoléculaire. Conceptuellement, ce processus est analogue aux réactions d'épissage 
(coupure-ligation) par lesquelles les introns sont excisés des précurseurs d'ARN et les 
exons ligués en ARN fonctionnels. L'observation initiale a été faite par le groupe de 
Bruening en 1986 (Prody et al., 1986). Ils montrèrent que des dimères purifiés de 
sTobRV en conditions qui ne donnent normalement pas d'hydrolyse de liens 
phosphodiesters, subissent une coupure libérant des monomères et ce en absence de 
protéines. L'analyse des produits a démontré que la coupure est séquence-spécifique. Les 
produits de cette coupure autocatalytique ont des extrémités 5'-hydroxyle et 2',3'-
phosphocyclique. Cette réaction est donc différente de la coupure autocatalytique des 
introns des groupes 1 et II qui produit des extrémités 5'-phosphate et 3'-hydroxyle. La 
réaction est une transestérification et le nombre de liens phosphodiesters demeure inchangé. 
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Le deuxième exemple de transestérification a été mis à jour par le groupe de Symons 
(Hutchins et al., 1986) avec des transcrits des deux polarités de ASBVd. En comparant les 
séquences des deux polarités de ASBVd, de sTobRSV et de deux autres "virusoïdes" pour 
lesquels une coupure autocatalytique n'avait pas été démontrée, Forster et Symons (1987) 
ont démontré que chaque ARN contenait un motif théorique de structure secondaire 
commun à ces organismes qu'ils ont nommé tête de marteau ( «hammerhead») (voir fig. 
4A). La démonstration que les extrémités 5' générées par l'autocoupure in vitro sont aussi 
retrouvées in vivo suggère que la réaction in vitro est celle impliquée dans la maturation des 
multimères in vivo (Marcos et Flores, 1993). L'autocoupure par tête de marteau est une 
caractéristique exclusive aux viroïdes du groupe A et à la plupart des ARN satellites 
(Symons, 1991b). L'historique et les approches expérimentales impliquées dans la 
découverte et la caractérisation de la tête de marteau ont été revus par Symons (1991a) et 
Bratty et al. (1993). Les caractéristiques principales de la structure de la tête de marteau 
sont les trois hélices, 1, II et III (d'où l'analogie avec une tête de marteau), entourant une 
région centrale en simple brin contenant 9 des 13 bases conservées. 
Les séquences composant le domaine de la tête de marteau des brins(+) et(-) de 
ASBVd proviennent de séquences éloignées se retrouvant sur des brins opposés dans la 
région centrale de la structure en bâtonnet À partir de cette observation, Uhlenbeck réalisa 
le potentiel pour la réaction d'autocoupure en trans dans laquelle deux molécules d'ARN 
peuvent interagir pour former une structure de tête de marteau active. 
La découpure (ou séparation) en deux molécules a fourni un modèle d'étude simple 
pour l'étude détaillée de la réaction d'autocoupure (Uhlenbeck, 1987). Une multitude 
d'études impliquant de la mutagénèse dirigée, des modifications chimiques et des études de 
structures en solution furent effectuées, définissant d'une façon relativement complète 
toutes les possibilités de séquences et de compositions de la tête de marteau (revu par Bratty 
et al., 1993). Récemment, la structure tertiaire a été établie par cristallographie aux rayons 
X d'un complexe d'ARN-ADN où l'ADN forme un substrat non réactif (Pley et al., 1994). 
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Figure 4: Séquences consensus de la tête de marteau adoptant des 
structures catalytiques simples et doubles. 
A) Structure consensus d'une tête de marteau simple. 
B) Structure de la tête de marteau double du brin(+) d'ASBVd. Les 13 nucléotides 
encadrés sont ceux qui sont conservés, et les flèches indiquent le site de coupure. La 
séquence consensus est celle proposée par Forster et Symons (1987). Les hélices sont 
numérotées en chiffre romains. 
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Cette étude a démontré que les trois hélices sont de type A et que le corps central a deux 
domaines: le premier étant formé par la séquence 5'-CUGA suivant la tige 1 et liant l'ion 
catalytique et le second étant un duplex de trois paires de bases non Watson-Crick (GA et 
AG) avec un site de liaison pour un ion di valent structural. Cette structure suggère que le 
ribozyme pourrait déstabiliser le brin substrat pour faciliter sa torsion et permettre la 
coupure (Pley et al., 1994). Scott et al. (1995) ont confirmé ces résultats avec un motif 
inactif composé totalement d'ARN. 
Les détails du mécanisme de réaction de la tête de marteau sont bien connus (revu par 
Tuschl et al., 1995). L'activité de coupure est dépendante du magnésium et donc il s'agit 
d'une métalloenzyme. Les motifs de tête de marteau les plus actifs ont des valeurs de 
kcatlKm de 107 M-Lmïn-1, ce qui se compare favorablement aux enzymes protéiques 
catalysant la scission de liens phosphodiesters d'ARN (Long et Uhlenbeck, 1994). 
Une étude de résonnance magnétique nucléaire d'une tête de marteau a indiqué que le 
principal site de liaison du Mg2+ catalytique est présent dans la structure même en absence 
de l'ion di valent, ce qui suggère un rôle catalytique et non structural (Heus et Pardi, 1991). 
Toutefois, un second site de liaison de l'ion divalent est distant du site de coupure et 
apparemment inaccessible à ce dernier, ce qui suppose un rôle de stabilisation plutôt qu'un 
rôle catalytique. Ohkawa et al. (1995) suggèrent quant à eux que plusieurs ions divalents 
seraient nécéssaires au site catalytique (cinq sites potentiels de liaison furent découverts), 
qu'ils agiraient comme base et acide et qu'ils seraient les catalyseurs de la réaction. Une 
catalyse acide-base générale est probablement impliquée dans l'autocoupure (Ohkawa et al., 
1995) (fig. 5). Une étude du taux de coupure en fonction du pH a suggéré qu'un ion 
hydroxyle lié à un ion métallique di valent agirait comme base pour accepter le proton du 
groupement 2'-hydroxyle adjacent au site de coupure. Il n'y aurait donc pas de transfert 
direct de proton et des ions Mg2+ seraient directement coordonnés avec l'oxygène en 2' et 
en 5' du si te de coupure, agissant à la fois comme base et acide et étant les vrais 
catalyseurs. Il est possible que les ribozymes en général exploitent le mécanisme de 
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Figure 5. Mécanisme de coupure de l'ARN donnant des extrémités 2',3'-
phosphocycliques et 5'-hydroxyles. 
Des fonctions acide (AH) et basique (B) sont probablement impliquées dans la réaction. 
L'état de transition (intermédiaire) postulé en bipyramide trigonale est présenté, où la 
configuration du phosphore est inyersée durant la conversion du lien phosphodiester en 
produit 2',3'-phosphocyclique (van Tolet al., 1990). 
(Tiré de: Long et Uhlenbeck, 1993) 
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catalyse du deux ou plusieurs ions métalliques (Perreault et al., 1991). 
Une structure alternative, postulée initialement pour accommoder le manque de stabilité 
de l'hélice III chez ASBVd (+)et chez l'ADN satellite II du triton (qui n'a dans ces cas que 
deux paires de bases lorsque dessinée en structure simple), est formée de deux têtes de 
marteau combinées (fig. 4B). L'adoption de cette double tête de marteau («double 
hammerheacb>) fut démontrée chez ASBVd (Forster et al., 1988) avec des transcrits où une 
mutation inactivant l'autocoupure, GAAC à la place du GAAAC, adjacente à un seul ou aux 
deux sites de coupure, a été utilisée. Ainsi, ASBVd (+) s'autocoupe par double tête de 
marteau alors qu'ASBV d (-) s'autocoupe par double tête de marteau lors de la transcription 
et par simple tête de marteau après la purification. 
1.4.3.3 AUTRES MÉCANISMES D'AUTOCOUPURE CATALYSÉS 
PAR DES ARN. 
D'autres petits motifs d'ARN distincts s'autocoupant efficacement chez les ARN 
satellites apparentés aux viroïdes en absence de protéine et produisant des extrémités 5'-
hydroxyles et 2',3'-phosphocycliques sont décrits. Un motif très étudié d'environ 65 
nucléotides est compris dans 2 segments séparés du brin(-) de sTobRV (Hampel et al., 
1990). Ce motif, l'épingle à cheveux ( «hairpin» ou «paperclip»), catalyse aussi la réaction 
inverse, la ligation (Buzayan et al., 1986). HDV contient un motif autocatalytique sur ses 
brins génomique et antigénomique (Sharmeen et al., 1988). Le motif delta consiste 
approximativement en 100 nt et est actif dans le cycle de réplication de HDV (revu par Lai, 
1995). Un autre motif autocatalytique de fonction inconnue fut retrouvé dans un transcrit 
d'ADN satellite mitochondrial chez Neurospora (Saville et Collins, 1990; Beattie et al., 
1995). Un autre motif assez similaire à la tête de marteau fut décrit chez un transcrit de 
l'ADN satellite II du triton (Epstein et Gall, 1987). 
Les ARN catalytiques précédemment décrits agissent de façon intramoléculaire (en 
cis), et ne catalysent qu'un seul «turnover>> (une seule réaction); ils ne sont donc pas des 
27 
ribozymes (enzymes à ARN). Toutefois, ils peuvent tous être modifiés pour fonctionner 
en trans. Les ribozymes agissent en trans d'une manière vraiment catalytique avec un 
«turnover>> plus grand que 1. 
La tête de marteau donne l'unique opportunité de développer un système simplifié de 
ribozyme en trans pour étudier la coupure site-spécifique de certains ARN. Haseloff et 
Gerlach ( 1988) ont été les premiers à utiliser les ribozymes en tête de marteau en trans pour 
le design d'un petit ribozyme inspiré du domaine de la tête de marteau de sTobRV (+)où, 
comme chez les autres espèces, l'absence de séquences consensus des hélices I et III 
permet une variation intéressante des partenaires. Ils ont aussi reconnu le potentiel 
d'application de ce ribozyme in vivo pour cibler spécifiquement des transcrits comme 
mécanisme d'inactivation de gènes spécifiques, hôtes ou viraux (revu par Bratty et al., 
1993, et Kashanisabet et Scanlon, 1995). Cette approche de thérapie génique peut avoir 
des applications entre autre pour le traitement du cancer (Kashanisabet et Scanlon, 1995) et 
pour contrer le rétrovirus VIH (Ohkawa et al., 1995). Elle a aussi conduit aux premiers 
ribozymes commerciaux, équivalents des enzymes de restriction pour l'ADN (Perreault et 
al., 1990). 
1.5 HYPOTHÈSES DE LA PATHOGÉNÈSE DES VIROÏDES 
Comme mentionné précédemment, les viroïdes ne sont pas exprimés en polypeptides; 
ils produisent donc leurs effets néfastes par une ou des interactions directes, dues à leur 
structure primaire ou secondaire, via des constituants cellulaires d'ARN, d'ADN ou 
protéiques. Trois grandes stratégies sont utilisées pour étudier l'induction d'un état 
pathologique par les viroïdes (Diener, 1993a; Diener et al., 1993b). Premièrement, il s'agit 
de déterminer les constituants de l'hôte qui ont une affinité pour les viroïdes. 11 fut 
démontré qu'une protéine de l'hôte de 43 kDa lie PSTVd lorsque celui-ci est mélangé in 
vitro avec un extrait nucléaire et que ce complexe se retrouve aussi dans le noyau de cellules 
infectées (Klaff et al., 1989). La signification biologique d'un tel complexe demeure 
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indéterminée. Une autre étude démontra que la présence de PSTV d permet l'augmentation 
de la phosphorylation d'une protéine de 68 kDa (Hiddinga et al., 1988). Les évidences 
préliminaires indiquent que cette protéine pourrait être immunologiquement reliée à la 
protéine sérine/thréonine kinase P68 des mammifères. Cette kinase est activée par l'ARN 
double brin viral, induite par l'interféron et est aussi impliquée dans la régulation de la 
synthèse d'ARN, faisant ainsi obstacle à la synthèse virale. Il fut démontré que des 
souches de PSTV d de virulence différentes pouvaient induire différentiellement l'activation 
de P68 in vitro (Diener et al., 1993a). Cette possibilité reste toutefois à élaborer. 
Deuxièmement, les séquences de souches de viroïdes apparentées ayant différentes 
virulences furent comparées. Par exemple, chez PSTVd, une souche causant peu de 
symptômes diffère par seulement 2 substitutions d'une autre souche causant des 
symptômes sévères. Dans beaucoup de cas les variations se retrouvent dans le domaine P, 
et quelquefois dans d'autres domaines, surtout le V (variable) (Gora et al., 1994~ Sano et 
al., 1992). Chez au moins un viroïde du groupe A (ASBVd), des variations dans les 
souches sont aussi associées à des symptômes différentiels (Semancik et Szychowski, 
1994). 
Troisièmement, la recherche des séquences d'ARN cellulaires complémentaires ou 
homologues à des séquences de viroïdes et pouvant interagir ou entrer en compétition avec 
eux a été effectuée. Ainsi, une portion du brin négatif de PSTVd est complémentaire à 
l'extrémité 5' du snRNA Ul de mammifère (Diener, 1981). De plus, l'ARN 7S de tissu 
foliaire de tomate a une similarité de séquence notable avec une partie du domaine P de 
PSTVd (Haas et al., 1988) et avec HDV (Negro et al., 1991). Il fut suggéré que la 
formation d'un complexe entre le viroïde PSTVd et Ul pourrait interférer avec la 
maturation des ARN pré-messagers alors qu'un complexe avec l'ARN 7S pourrait inhiber 
la formation de la particule de reconnaissance du signal (SRP). Toutefois, ces hypothèses 
se réconcilient mal avec la localisation nucléolaire des viroïdes in vivo, puisque les snRNAs 
et l'ARN 7S sont synthétisés dans le noyau et que l'ARN 7S est cytoplasmique. De plus, 
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ces observations ne peuvent expliquer pourquoi dans plusieurs cas l'infection d'espèces de 
plantes très apparentées ou même de cultivars différents d'une même espèce peut conduire à 
une symptomatologie allant de nulle à sévère. Il n'est pas impossible que les effets 
pathologiques des viroïdes se manifestent par des réactions catalysées par l'ARN, soit le 
principe d'un ribozyme en trwzs où une hybridation créerait une "poche" à ion permettant 
une catalyse. 
Visiblement, toute hypothèse tentant d'expliquer le mécanisme de pathogénèse relié 
aux viroïdes doit être basée sur un ou plusieurs systèmes métaboliques capables de 
répondre diff érentiellement aux infections par des souches de viroïdes aux effets 
pathogéniques variables. 
1.6 LA SIGNIFICATION ÉVOLUTIVE DES VIROÏDES 
La découverte des ribozymes (Kruger et al., 1982; Guerrier-Takada et al., 1983) a 
redonné vie à l'hypothèse que l'ARN précéde l'ADN durant l'évolution. Plusieurs 
évidences supportent cette hypothèse (revu par Joyce, 1989), dont la pierre angulaire est la 
reconnaissance que l'ARN est la seule macromolécule qui fonctionne à la fois comme 
génotype et comme phénotype, permettant donc une évolution Darwinienne au niveau 
moléculaire, en absence d'ADN et de protéine. C'est l'hypothèse du "monde à ARN". Les 
modèles les plus récents de systèmes d'ARN précellulaires auto-réplicatifs proposent 
l'existence de ribozymes primitifs ayant des propriétés dérivées des mécanismes d'auto-
épissage de certains introns (Doudna et al., 1993), particulièrement celui du gène d'ARNr 
de Tetrahymena thermophila, qui lorsque modifié peut joindre plusieurs oligonucléotides 
alignés sur un brin matrice pour donner un brin complémentaire. 
Diener a proposé que les petits ARN pathogènes de plantes, comme les introns, 
puissent être des fossiles vivants d'un monde à ARN, et qu'ils puissent représenter un 
stade d'évolution encore plus primitif que ceux-ci (Diener, 1989). Il est possible que les 
propriétés caractéristiques des viroïdes et ARN satellites, notamment leur forme circulaire, 
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puissent refléter certains élément ayant permis de surmonter les obstacles de l'auto-
réplication des ARN primitifs, le principal étant d'initier précisément la synthèse à une 
extrémité de la molécule et de terminer à l'autre extrémité, sans perte de séquence. 
L'existence parmi ces petits ARN pathogènes des plantes de deux processus distincts de 
coupure, un requérant des facteurs de l'hôte (groupe B), et l'autre étant autonome (groupe 
A), rappelle les différents mécanismes d'épissage où les ARNm précurseurs requièrent des 
facteurs externes, alors que les ARN du groupe 1 et II sont auto-catalytiques. Il est proposé 
que la réaction catalysée par l'ARN représente le processus d'épissage ancestral et que celle 
responsable de l'épissage des ARNm soit dérivée de cette dernière (Sharp, 1985). De 
façon similaire, le mécanisme d'autocoupure des ARN satellites et des viroïdes serait le 
précurseur de celui faisant appel aux facteurs externes (Diener, 1989). Chez les introns, de 
même que chez les viroïdes, une étape majeure dans la transition serait l'apparition de 
facteurs protéiques agissant en trans pour l'excision. 
' , 1.7 LE CHOIX DU MODELE D'ETUDE 
Nous avons choisi PLMVd comme modèle d'étude car il est situé au milieu de l'arbre 
phylogénétique et est considéré comme le plus près de l'origine évolutive de ce groupe 
d'organisme. De plus, puisque les viroïdes sont probablement les plus anciens organismes 
et systèmes moléculaires connus existant de nos jours (Diener, 1989), il est possible que 
PLMVd représente la séquence connue la plus archaïque et donc la plus près de l'origine de 
la vie. Ainsi, l'emploi de PLMVd comme modèle d'étude nous permet: 
1) d'étudier la réplication des viroïdes et par extension celle des ARN satellites puisque 
les résultats obtenus avec PLMVd s'appliqueront probablement aux satellites près 
de l'origine évolutive et aux viroïdes du groupe A; 
2) d'étudier la structure/fonction d'un motif autocatalytique extrêmement simple et très 
ancien; 
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3) d'augmenter notre compréhension du mécanisme de propagation et de la biologie de 
cet organisme et de ceux y étant apparentés; 
PLMV d est l'agent causal de la mosaïque latente du pêcher, maladie décrite initialement 
en France en 1976 (Desvignes, 1976; Desvignes 1980) et probablement la même que les 
mosaïques rapportées aux États-Unis (Hutchins, 1932; Hutchins et al., 1937) et au Japon ( 
Kishi et al., 1973). La première description de PLMVd revient à Flores et ses 
collaborateurs (1990). Sa séquence et une structure secondaire proposée ont été rapportées 
en 1992 (Hemandez et Flores, 1992), et le type de structure de tête de marteau fut élucidé 
dernièrement par notre groupe de recherche (Beaudry et al., 1995). 
1. 8 HYPOTHÈSES DE RECHERCHE 
Le projet de ma maîtrise comporte deux aspects: 
1) Vérifier si l'ARN pol Il supporte la réplication in vitro de PLMVd, et le cas échéant 
déterminer le site d'initiation de la réplication chez cet ARN ainsi que les séquences 
et/ou les structures requises pour l'initiation de la transcription. 
2) Caractériser le type de structure d'autocoupure par la tête de marteau de PLMV d. 
Les visées à long terme de ce projet sont: 
1) Comprendre le mécanisme de réplication de cet organisme (et par extension des 
organismes apparentés) pour nous permettre de concevoir des inhibiteurs de 
réplication et ainsi contrôler leur propagation. 
2) Obtenir un système d'initiation de la réplication efficace pour pouvoir recréer in vitro 
le mécanisme de cercle roulant sur d'autres ARN afin de diagnostiquer facilement la 
présence d'ARN circulaires infectieux dans des tissus susceptibles. 
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CHAPITRE 2: MATÉRIEL & MÉTHODES 
2.1 PRÉAMBULE 
2.1.1 TRAITEMENT DE LA VERRERIE ET DES SOLUTIONS 
Toute la vaisselle, autant de verre que de plastique utilisée au cours des différentes 
expériences, fut préalablement stérilisée à l'autoclave à 120°C pendant 45 min. Toutes les 
solutions aqueuses sont préparées avec de l'eau nanopure. Elles sont ensuite stérilisées à 
l'autoclave à 110°C pendant 30 min. Les solutions pouvant être endommagées à 
l'autoclave sont passées sur un filtre Acrodisc de 0.2µm. 
2.1.2 PRÉCAUTIONS PARTICULIÈRES 
Lors de toute manipulation incluant ou visant la préparation d'ARN, il est 
indispensable de porter des gants de laboratoire (chirurgicaux) pour éviter de contaminer 
solutions et matériels avec des ribonucléases ou substances pouvant dégrader l'ARN. De 
plus, toute manipulation incluant de l'ARN devrait être faite de préférence sur glace, sauf 
quelques exceptions, pour éviter la dégradation non-spécifique. 
2.1.3 PRODUITS DE LABORATOIRE ET ENZYMES 
Les enzymes de restriction BamH 1, EcoR 1, Sma 1, Pst 1, Kpn 1, Hind III, les 
enzymes de modification DNase 1, phosphatase alcaline intestinale de veau, T4 
polynucléotide kinase et ARN polymérase du bactériophage SP6 ainsi que le RNAguard 
(inhibiteur à RNases), le tampon OPA lOX («One-Phor-All buffer>>: 100 mM Tris-acétate 
(pH 7.5), 100 mM acétate de magnésium et 500 mM acétate de potassium), les 
ribonucléotides triphosphates, les marqueurs de poids moléculaire (ADN du phage Â digéré 
par Hind III et ADN de Phi X 174 digéré par Hae III) ainsi que la matrice à 
chromatographie Séphadex G-50 proviennent de Pharmacia Cie. Les enzymes Sty 1, Mbo 
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II, Alw26 I et les ARN polymérases des bactériophages T7 et T3 proviennent de Promega 
Cie. De plus, les produits de la trousse de transcription RiboMAX: le tampon de 
transcription 5X (40 mM Tris-HCl de pH 7.9, 6 mM MgCl2, 2 mM spermidine et 10 mM 
NaCl), l'eau sans nucléases, la DNase RQl, la solution d'enzyme contenant l'ARN 
polymérase T3, T7 ou SP6, et la solution NaOAc 3M pH 5.2 proviennent aussi de 
Promega Cie. La RNase T2 provient de Boehringer Mannheim Canada Pour ce qui est 
des ribonucléotides ATP, GTP, CTP, UTP, ils sont aussi de Pharmacia Cie. Les isotopes 
[a-32p]UTP et [y-32P]ATP sont d'Amersham Cie. Le "tampon 2.5X" utilisé pour les 
essais de réplication est un mélange de 25 mM Tris-HCl pH 7.9, 2.5 mM MnCl2, 25 mM 
Mg02, et 125 mM (NH4)2S04. Le "tampon Ts 2.5X" utilisé lors d'un protocole 
altematif estcomposé de 25 mM Tris-HCl pH 7.3, 0.5 mM MnCl2, 5 mM MgCl2, et 75 
mM (NH4)2S04, 0.05 mM EDTA, 25% éthylène glycol et 0.5 mM DTT. Ces deux 
tampons sont dilués de façon à donner des concentrations finales de IX. L'ARN pol II de 
germe de blé m'a été offerte par Mme Danièle Beaudry. La purification de l'ARN pol II a 
été réalisée selon le protocole de Jendrisak et Burgess ( 1975) avec de légères modifications. 
L'ARN circulaire de la séquence de PLMVd, issu de l'insert de pPL5 (voir section 2.2.1), 
a été préparé par Mme Danièle Beaudry. Cet ARN a été synthétisé selon la méthode décrite 
dans Beaudry et Perreault ( 1995). 
2.2 CONSTRUCTIONS PLASMIDIQUES 
Quatre clones différents furent utilisés pour réaliser les expériences décrites: un insert 
monomérique de PLMV d, un insert dimérique du même viroïde, un insert de T ASV d, et un 
dePSTVd. 
2.2.1 LES CONSTRUCTIONS pPL5 ET pPDl 
Le clone pPL5 (gracieusement offert par le Dr. Flores) est décrit dans Hemandez et 
Flores (1992). C'est un plasmide recombinant dérivé du vecteur pBluescript II KS (+/-) 
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(Stratagene) qui contient au site Pst 1 un insert monomérique de l'ADN de PLMVd linéarisé 
à son site Pst 1 et dont le clone initial était pST18. Ce vecteur permet l'obtention de 
transcrits des deux polarités si l'on transcrit avec l'ARN polymérase T3 ou l'ARN 
polymérase T7 (voir fig. 6). 
La construction pPD 1 a été réalisée par Mme Danièle Beaudry. Les détails de la 
construction sont rapportés dans Beaudry et al. (1995). Il s'agit d'une duplication en tête-
à-queue de l'insert du clone pPL5 pour donner un insert dimérique de PLMVd (voir fig. 6). 
2.2.2 LES CONSTRUCTIONS pAS64-B7 ET pHa106 
Le clone pAS64-B7 est un don du Dr. Robert Owens. Le vecteur pSP64 (Promega) 
contient une séquence complète de TASV d dans une orientation positive à son site BamH 1 
(Sana et al., 1992), initialement clonée dans pUC9. Une linéarisation avec EcoR 1 suivie 
d'une transcription avec l'ARN polymérase SP6 permet d'obtenir des transcrits de 415 nt 
ayant la séquence de polarité ( +) de T ASV d. 
La construction pHa106 correspond au vecteur pGEM-1 avec une séquence complète 
de PSTVd plus une répétition de 22 nt au site EcoR I/Hind III (Tsagris et al., 1991). Une 
linéarisation avec EcoR 1 suivie d'une transcription avec l'ARN polymérase SP6 permet 
d'obtenir des transcrits de polarité(+) de 406 nt. 
2.3 ESSAIS DE RÉPLICATION AVEC MATRICE D'ARN 
2.3.1 LINÉARISATION DES PLASMIDES 
Des transcriptions in vitro ont été réalisées à partir des quatre constructions: pPL5, 
pPDl, pHa106, et pAS64-B7. pPL5 et pPDl sont digérés par BamH 1 pour obtenir des 
transcrits de polarité positive, et par EcoR I pour des transcrits de polarité négative. 26 µg 
de plasmide (pPL5 ou pPDl) sont incubés avec 20 µL de OPA lOX (concentration finale 
de 2X), et 100 U d'enzyme BamH 1 ou 125Ud'EcoR1 dans un volume final de 100 µL, 
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Figure 6: Constructions plasmidiques de PLMV d et produits 
transcriptionnels. 
Les constructions mono- et dimériques sont expliquées à la section 2.2. Les lignes pleines 
représentent les séquences de PLMV d, alors que les pointillés représentent les séquences 
du vecteur. Les flèches indiquent les sites de coupure de la tête de marteau et la longueur 
en nucléotides de chaque fragment ~st indiquée. La présence d'une tête de marteau dans la 
séquence de chaque polarité et l'utilisation d'enzymes de restriction coupant à différents 
endroits dans la séquence de l'insert du plasmide permettent l'obtention d'une variété de 
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pour 2 h à 37°C. L'échantillon est séparé en deux. 
1) Un aliquot de 5 µLest mélangé à 4 µL de TE lX (10 mM Tris-HCl pH 8.0 et 1 
mM EDTA) et 1 µL de tampon de chargement ( «loading buff er») (BBP 0.25% et XC 
0.25% dans 50% de glycérol) et analysé sur gel d'agarose 1 % en présence de bromure 
d'éthidium. La visualisation est réalisée sur transilluminateur aux U.V. 
2) Pour la seconde fraction, les protéines sont extraites au phénol (1 vol) puis au 
phénol:chloroforme ( 1: 1). À l'ADN est ensuite ajouté 1/10 vol de NaOAc 3 M à pH 5.3 et 
1 vol d'isopropanol, puis incubé sur glace de 2 à 5 min et précipité en centrifugeant à 4°C 
pendant 10 min à 14 000 RPM. Le culot est lavé à l'éthanol 70%, séché au lyophilisateur 
et conservé à-70°C ou -20°C si nécéssaire. 
pHa106 et pAS64-B7 sont digérés par EcoR 1 pour avoir des transcrits de polarité 
positive. De 5 à 25 µg de plasmide sont incubés avec 20 µL de OPA lOX (final 2X) et 75 
à 100Ud'EcoR1 dans un volume final de 100 µL. L'incubation est de 1à2 h à 37°C; le 
reste de la procédure est tel que décrit précédemment. 
2.3.2 TRANSCRIPTION IN VITRO DES PLASMIDES LINÉARISÉS 
2.3.2.1 LES RÉACTIONS ENZYMATIQUES 
Ces transcriptions sont réalisées dans le but spécifique d'obtenir de grandes quantités 
d'ARN. Ces réactions ont été réalisées en utilisant les trousses de transcription RiboMAX 
(pour ARN polymérases SP6, T3 et T7). Ainsi, 10 µL du tampon de transcription 5X sont 
mélangés avec 10 µL contenant les quatre ribonucléotides (25 mM pour chaque nucléotide) 
et le plasmide linéarisé (26 µg) resuspendu dans 25 µL d'H20 sans nucléase et finalement 
avec 5 µL de solution d'enzyme appropriée (contenant l'ARN polymérase T3, T7 ou SP6 
selon le cas). Il est important que le mélange réactionnel s'effectue à température de la 
pièce. L'incubation est de 2 à 4 h à 37°C. Après l'incubation, les tubes sont centrifugés 
quelques secondes puis 5 U de DNase RQl libre de RNases sont ajoutés et incubé 15 min à 
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37°C. 4 µL de EDTA 0.5 M à pH 8.0 sont ajoutés, et le volume est complété à 100 µL. 
Une extraction phénol, puis une extraction au phénol:chloroforme et une précipitation à 
l'isopropanol avec 0.1 vol de NaOAc 3M pH 5.2 (trousse de transcription) et 1 vol 
d'isopropanol (ou alternativement 2.5 vol d'éthanol 100%) sont réalisées. Finalement le .. -
culot est lavé à l'éthanol 70% et lyophilisé. 
2.3.2.2 SÉPARATION ET ISOLEMENT DES PRODUITS DE 
TRANSCRIPTION SUR GEL DE POL Y ACRYLAMIDE 
Le culot d'ARN séché est resuspendu dans 10 µL d'H20 et 10 µL de tampon de 
chargement (0.3% BBP et XC, 10 mM d'EDT A pH 7.5, 97.5% de formamide déionisée), 
dénaturé pendant 2 min à 65°C puis refroidi rapidement sur la glace ( «snap-cooling» ). 
Chaque tube de réaction est ensuite chargé sur un gel de polyacrylamide (PAGE) 5% 
(polyacrylamide 5%, bis 0.25 %, TBE IX et 7 Murée) préalablement polymérisé avec 
0.002 vol de TEMED et 0.01 vol de persulfate d'ammonium 10%, et migré à température 
relativement constante (45°C). Lorsque le BBP est à environ 80% de sa distance de 
migration, l'électrophorèse est arrêtée. 
2.3.2.3 EXTRACTION DE L'ARN DU POLYACRYLAMIDE 
Les acides nucléiques sont visualisés par U.V. sur une plaque de chromatographie sur 
couche mince. Les bandes d'intérêt correspondant aux produits voulus sont découpées 
avec une lame de rasoir, coupées en plus petits cubes qui sont ensuite incubés environ 12 h 
dans 200 µL de tampon d'élution (500 mM NH40Ac et 0.1 % SOS) sur un agitateur 
circulaire à 4°C. Les tubes sont centrifugés 2 min à 4°C, puis les sumageants récupérés et 
conservés sur glace. 200 µL de tampon d'élution sont ajoutés aux tubes contenant les 
bandes qui sont ensuite agités 1 h à température de la pièce. Après une étape de 
centrifugation identique à la précédente, les nouveaux sumageants sont mélangés aux 
précédents. Suit une précipitation à l'éthanol avec 1110 vol NaOAc 2M à pH 4.5 et 2.5 vol 
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d'éthanol 100% incubée à -70°C pendant 30 min, centrifugée 20 min à 4°C à vitesse 
maximum et suivie d'un lavage à l'éthanol 70% et d'un séchage dans un lyophilisateur. Le 
culot est par la suite resuspendu dans 100 µL d'H20 et passé sur une colonne d'exclusion 
à centrifuger («spun column») Séphadex G-50. Les éluats sont complétés à 500 µLet la 
quantité d'ARN évaluée au spectrophotomètre à 260 nm avec l'équivalence: 1 unité 
d'absorbance à 260 nm pour 40 µg d'acide nucléique/mL. Les échantillons sont ensuite 
aliquotés, séchés et conservés à-20°C ou-70°C. 
2.3.2.4 TRANSCRIPTION IN VITRO RADIOACTIVE 
Ces transcrits sont préparés en incubant 5 µg d'ADN de plasmide linéarisé avec de 
l'ATP, GTP et CTP à 0.5 mM chacun, 0.01 mM d'UTP, 40 µCi d'[a-32P]UTP, 10 mM 
de DIT, 34 U d'inhibiteur à RNases ( «RNAguard») et 120 U d'ARN polymérase T3, T7 
ou SP6 selon le cas, dans un tampon de transcription (concentration finale de lX), avec un 
volume final de 100 µL pour 16 h à 37°C. Ces mélanges sont préincubés 10 min à 37 °C 
avant d'ajouter l'enzyme. Après la transcription, 30 U de DNase I ainsi que 4 µL d'EDTA 
0.5 M pH 8.0 sont ajoutés et le tout est incubé 10 min à 37°C. Une extraction au phénol ( 1 
vol) puis une autre extraction au chloroforme (1 vol) précède une précipitation à l'éthanol. 
Le reste de la procédure est identique à celle décrite à la section 2.3.2.2, sauf que les acides 
nucléiques sont détectés par autoradiographie. L'extraction de l'ARN du polyacrylamide 
s'effectue comme à la section 2.3.2.3 et le dosage des transcrits est effectué à l'aide d'un 
compteur à scintillation (LS 8000, Beckman) à partir d'un aliquot ( 1 à 5% du vol). 
2.3.3 DÉPHOSPHORYLATION ET PHOSPHORYLATION 
RADIOACTIVE DE L'EXTRÉMITÉ DES TRANSCRITS 
Il s'agit de déphosphoryler l'extrémité 5' des ARN et de la phosphoryler avec du [y-
32P]A TP. L'échantillon d'ARN est dissous dans de l'eau puis mélangé à 0.25 M de Tris-
HCl pH 8.3, 36 U d'inhibiteur à RNases (RNAguard) et 0.5 µL (0.7 U) de phosphatase 
40 
alcaline intestinale de veau dans un volume final de 50 µL. L'incubation est de 1 h à 37°C. 
Suivent des extractions au phénol (1 vol), phénol:chloroforme (112 vol + 1/2 vol), 
chloroforme (1 vol), puis une précipitation à l'éthanol avec 1110 vol NaOAc 3 M pH 5.3 et 
2.5 vol d'éthanol. Le culot est ensuite lavé à l'éthanol puis séché. Pour la 
phosphorylation, le culot séché est dissous dans de l'eau puis mélangé à 1 µL d'OPA, 10 
µCi de [ y-32p]ATP et 14.5 U de T4 polynucléotide kinase dans un volume final de 10 µL. 
Après une incubation de 20 min à 37°C, 1 µL d'A TP 10 mM est ajouté puis incubé 20 min 
à 37°C. Après une extraction phénol:chloroforme, 10 µL de tampon de chargement sont 
ajoutés puis l'échantillon est analysé sur PAGE 5%. Une autoradiographie du gel séché est 
effectuée. 
2.3.4 ESSAIS DE RÉPLICATION D'UN ARN VIROÏDE 
Il s'agit de l'essai biochimique où est testée la capacité de l'ARN pol II de germe de 
blé à utiliser des séquences d'ARN comme matrice (Rackwitz et al., 1981). 
2.3.4.1 L'ESSAI .ENZYMATIQUE DE RÉPLICATION 
1ou2 µg de transcrits du clone désiré est resuspendu dans de l'eau puis dénaturé à la 
chaleur selon les cycles suivants: 65°C pendant 2 min, décroissance constante de la 
température jusqu'à 37°C (pente de -6°C/min), 37°C pendant 1 min, descente à 25°C (-
60C/min), 25°C pendant 1 min puis 0°C. Ces cycles de dénaturation ont pour but de 
linéariser la structure secondaire des molécules d'ARN et de permettre leur repliement lent 
en leur conformation la plus stable. Les transcrits sont ensuite incubés avec 20 µL de 
tampon 2.5X (donnant des concentrations finales de 10 mM Tris pH 7.9, 1 mM MnCl2, 10 
mMMgCl2, et 50 mM (NH4.)2S04), avec une concentration finale de 0.4 mM de CTP, 
GTP, et selon le cas d'ATP, avec 0.268 µM final d'UTP, 4 à 8 µL d'[a-32p]UTP (10 
µCi/µL), 7.25 µg d'ASB, 71 U d'inhibiteur à RNases, et 8 µL d'ARN pol II de germe de 
blé (voir section 2.1.4), le tout complété avec de l'eau pour parvenir à un volume final de 
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réaction de 50 µL. Dans certains cas, le mélange réactionnel a été préincubé 10 min à 37°C 
avant d'ajouter l'enzyme. Exceptionnellement, le volume final de 50 µL comprend aussi 1 
mM, 40 µM, 20 µMou 4 µM final de cordycépine (3'-désoxyadénosinetriphosphate) afin 
d'inhiber l'élongation de tout produit de synthèse. L'incubation est de 2 à 4 h à 37°C ou 
d'environ 16h à 22°C. Dans certains cas, une incubation de 30 min à 37°C en présence de 
7.5 U de DNase 1 ou de 0.1 U de RNase T2 (dans ce cas préalablement bouillie 10 min à 
l00°C et laissée à refroidir jusqu'à température de la pièce) suit l'incubation réactionnelle. 
Une extraction phénol: chloroforme est ensuite exécutée après avoir ajouté 50 µL d'H20 
pour compléter le volume à 100 µL. Une chromatographie sur colonne d'exclusion 
Séphadex G-50 est réalisée pour éliminer les sels, les nucléotides libres et les très courts 
ARN ( < hexamères). Les acides nucléiques sont ensuite précipités. On poursuit avec un 
lavage à l'éthanol 70% et une lyophilisation. Les culots en 2.3.4.1 sont resuspendus dans 
10 µL d'H20 et 10 µL de tampon de chargement, dénaturé pendant 2 min à 65°C, refroidi 
sur glace et séparé sur PAGE 5% (voir section 2.3.2.2). Lorsque le BBP est à,..., 2 cm de la 
sortie du gel, l'électrophorèse est arrêtée, le gel est fixé et autoradiographié. 
Alternativement, nous avons utilisé un protocole provenant du Dr Mina Tsagris où 250 
ng de matrice d'ARN sont incubés avec 20 µL de tampon Ts 2.5X (donnant des 
concentrations finales de 10 mM Tris-HCl pH 7.3, 0.2 mM MnCl2, 2 mM MgCl2, et 30 
mM (NH4)2S04, 0.02 mM EDT A, 10% éthylène glycol et 0.2 mM DTT), avec 0.4 mM de 
CTP, GTP et ATP, 25 µM d'UTP, 1à5 µL d'a-[32p]UTP (10 µCilµL), 8 µL d'ARN pol 
II de germe de blé dans un volume final de 50 µL. Le reste de la procédure est réalisé 
comme décrit à la section précédente. 
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2.4 ESSAIS DE RÉPLICATION À PARTIR DE L'ADN 
2.4.1. ISOLATION DE L'INSERT CODANT PLMVd. 
Lorsque l'insert doit être isolé, on effectue dans le cas de pPD 1 une double digestion. 
Environ 25 µg d'ADN est mélangé à 20 µL de OPA par 125 U d'EcoR 1 et 100 U de 
BamH 1 dans un volume de 100 µL. L'incubation, l'extraction, la précipitation, le lavage 
et la lyophilisation s'effectuent comme décrit précédemment. Le culot est ensuite 
resuspendu dans 4 µL d'H20 auxquels on ajoute 5 µL de TE IX et 1 µL de tampon de 
chargement pour gel d'agarose. Le tout est migré sur un gel d'agarose 1 % comme décrit 
précédemment. Les bandes sont visualisées sur un transill uminateur aux U.V., et la bande 
correspondant à l'insert sorti du plasmide est isolée. La bande obtenue est coupée en plus 
petits morceaux, qui sont placés dans les puitss d'un appareil à électroélution dans une 
solution 10 M de Nl-J40Ac et 0.01 % BBP. Après la procédure, les puitss sont lavés avec 
100 µL de TE lX, qui est ensuite ajouté à la solution contenant l'ADN. 2.5 vol d'éthanol 
sont ajoutés à l'éluat qui est précipité, lavé à l'éthanol et séché. Une chromatographie sur 
colonne d'exclusion Séphadex G-50 est réalisée. Le volume des éluats est complété à 500 
µLet la quantité d'ADN est évaluée par densité optique à 260 nm. 
2.4.2 ESSAIS DE RÉPLICATION D'ADN DE SÉQUENCE DE VIROÏDES 
Il s'agit de l'essai enzymatique où on investigue la capacité de l'ARN pol 11 de germe 
de blé à utiliser des séquences de PLMV d en ADN comme matrice pour polymériser de 
l'ARN à partir de ribonucléotides. 
2.4.2.1 L'ESSAI ENZYMATIQUE DE RÉPLICATION 
Selon le cas, 4 µg de poly [d(A-T)] ou 2 à 5 µg de pPDl linéarisé ou 0.4 µg d'insert 
isolé du vecteur est incubé 5 min à 95°C puis mis immédiatement sur la glace ( «snap-
cooling» ), ce qui a pour effet de dénaturer (séparer) les deux brins d'ADN. L'incubation 
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de la matrice et le reste de la procédure sont telles que décrites à la section 2.3.4.1 tandis 
que l'analyse est exécutée comme décrite à la section 2.3.2.2. Alternativement à 
l'électrophorèse des produits de réaction, des résultats quantitatifs ont été obtenus par 
comptage de la radioactivité, méthode qui ne tient toutefois pas compte des espèces 
moléculaires dans lesquelles la radioactivité est incluse. Pour ce faire, 200 µL d'H20 sont 
ajoutés à chaque tube de réaction après l'incubation. On précipite en ajoutant 2 mL d'acide 
trichloroacétique 5% et de 25 mM N34P20]. Ces solutions sont incubées 5 min sur la 
glace puis filtrées sous vide avec des filtres de microfibres de verre (GF/C, Whatman), qui 
sont par la suite lavés avec 4 mL d'acide trichloroacétique 2% et 10 mM N34P207 puis 
avec 2 mL d'éthanol 95%. Les filtres sont finalement séchés puis la radioactivité 
ihcorporée déterminée dans des vials en présence de «cocktail» à. scintillation (Ready-Saf e, 
Beckman). 
2.5 INVESTIGATION DU MÉCANISME D'AUTOCOUPURE 
DES TRANSCRITS DE PLMVd 
Les méthodes et expériences décrites dans cette section sont publiées dans Beaudry et 
al., (1995). Des séquences partielles des deux polarités ont été préparées avec différents 
enzymes de restriction à partir de pPL5 (voir section 2.2. l et tableau Ill). Les 
transcriptions radioactives permettant d'obtenir des transcrits radiomarqués sont telles que 
décrites à la section 2.3.2.4. 
Préalablement à l'incubation des réactions, des échantillons de transcrits (25 000-100 
000 CPM) furent chauffés dans lmM EDT A pH 6.0 à 100°C pour 1 min et refroidis 
rapidement sur glace pour 1 min. L'autocoupure des transcrits purifiés est initiée en 
ajoutant le tampon de réaction à une concentration finale de 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 10 
mM MgCl2, 0.5 mM EDT A dans un volume final de 10 µL, et les tubes sont alors incubés 
15 min à 37°C. Les réactions sont arrêtées par l'addition de 0.5 vol de tampon de 
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chargement, gardées sur glace, dénaturées 2 min à 65°C, purifiées sur PAGE 5% et les gels 
séchés analysés par Phosphorlmager (Molecular Dynamics). 
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CHAPITRE 3: RÉSULTATS 
, 
3.1 LA REPLICATION DE PLMVd 
Des essais de réplication ont été réalisés avec l 'ARN pol II purifiée du germe de blé. 
Mme Danièle Beaudry et M. Frédéric Bussière ont initialement démontré l'efficacité de ces 
préparations d'enzyme (non illustré). Ces essais de transcription avec l'ARN pol II avaient 
comme matrice le poly[d(A-T)], un polymère d'ADN composé uniquement d'adénosine et 
thymidine et imitant en une multitude d'endroits une boîte TATA. Leurs résultats se 
résument ainsi: une forte traînée, représentant une multitude de transcrits d'ARN ayant des 
longueurs différentes car l'initiation se produit à une multitude d'endroits. Cette traînée 
disparaît seulement lorque la réplication est suivie par l'incubation des produits de réaction 
avec la RNase T2 et ne disparaît pas lorqu'incubée avec la DNase 1, confirmant que la 
traînée correspond à des transcrits. Lorsque trois des quatre ribonucléotides sont omis, une 
très faible traînée est visible, indiquant une activité nucléotidyl-transférase où des 
nucléotides sont ajoutés à une des extrémités de la matrice. Les mêmes résultats ont été 
obtenus en utilisant comme matrice deux vecteurs ayant le même promoteur fort du 
cytomégalovirus pour l'ARN pol II (non illustré). 
3.1.1 ESSAIS DE RÉPLICATION AVEC MATRICE D'ARN 
En utilisant les mêmes conditions que précédemment (voir section 2.3.4.1 et 2.4.2.1), 
un essai de réplication d'un transcrit monomérique circularisé de PLMVd a été réalisé. 
L'utilisation de ce transcrit circulaire est justifiée pour deux raisons: premièrement, ces 
molécules sont théoriquement identiques aux viroïdes sauvages. La purification de cette 
espèce est toutefois envisagée par notre laboratoire pour le futur. Deuxièmement, l'emploi 
d'une molécule circulaire élimine la possibilité d'avoir une activité nucléotidyl-transférase, 
puisqu'aucune extrémité n'est disponible pour cette activité. Nous avons utilisé l'ARN pol 
II de germe de blé parce que le germe de blé est facilement disponible et peu dispendieux, 
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qu'un protocole de purification efficace pour l'ARN pol II de cette espèce était disponible, 
et que cette enzyme est très conservée dans tout le monde eucaryote (Young, 1991; Zawel 
et Reinberg, 1993). Avec l'utilisation de ce transcrit et de cette enzyme, nous n'avons 
jamais observé des produits provenant de la synthèse de novo d'ARN, et ce malgré la 
surexposition des autoradiogrammes pendant plusieurs semaines (fig. 7). 
Pour s'assurer que l'absence de produits de transcription avec PLMVd n'est pas dü à 
des conditions de réactions inadéquates, nous avons essayé la même expérience avec un 
transcrit linéaire de la polarité(+) de PSTVd issu de pHa106 comme matrice (voir section 
2.2.2). Cet essai sert de contrôle positif puisque la réplication de cette séquence à partir de 
l'ARN pol Il purifiée de germe de blé a déjà été rapportée (Rachwitz et al., 1981). Dans les 
cas nécéssitant une surexposition de l'autoradiogramme, un produit spécifique à PSTVd, 
toujours à la même hauteur par rapport au marqueur XC, a été observé (fig. 7). La 
longueur de ce produit (par estimation sur papier semi-logarithmique), est d'environ 245 ± 
30 nt La longueur estimée pour ce produit est inférieure à celle du transcrit ( 406 nt), ce qui 
suggère qu'il s'agit de réplication et non pas d'une activité nucléotidyl-transférase. 
Toutefois, la présence de C:e produit en très faible quantité et son caractère sporadique nous 
a amené à essayer d'autres conditions de réplication. Nous avons donc suivi le protocole 
utilisé par le Dr. E. Mina Tsagris (voir section 2.3.4.1) avec lequel elle a obtenu des 
produits de réplication en utilisant PSTVd comme matrice (communication personnelle). 
Bien qu'étant presqu'identiques à celles utilisées par Rachwitz et al. (1981), ces conditions 
sont beaucoup moins efficaces que les nôtres pour transcrire le poly[d(A-T)] (fig. 7). 
Ainsi, nous avons conservé nos conditions de réaction pour toutes nos manipulations. 
L'absence de produit avec PLMVd peut suggérer qu'il y a implication d'un facteur de 
transcription nécéssaire au complexe transcriptionnel in vivo, ou que l'ARN pol II et/ou 
son complexe transcriptionnel ne sont pas responsables de la réplication de PLMVd. 
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Figure 7: Autoradiogramme d'essais de réplication de PLMVd circulaire et 
de PSTVd linéaire par l'ARN pol II. 
Les conditions sont telles que décrites à la section 2.3. Les puitss représentent la 
réplication par l'ARN pol II de: 1) le poly[d(A-T)], 2) le transcrit linéaire de PSTVd 
provenant de pHal06, 3) le transcrit circularisé de PLMVd. Les puitss 4), 5) et 6) 
représentent les mêmes réactions mais dans les conditions alternatives de Dr. Tsagris 
décrites à la section 2.3.4.1. Les marqueurs de poids moléculaires XC et BBP sont 
indiqués dans la marge. Les produits décrits dans le texte sont indiqués par une flèche. La 
tache horizontale dans la partie supérieure gauche de l'autoradiogramme (située entre 
l'origine et le produit marqué par une flèche) est un artéfact et ne se retrouve pas sur aucun 
autre autoradiogramme représentant les mêmes réactions. L'exposition de cet 
autoradiogramme est de trois semaines. 
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3.1.2 ESSAIS DE RÉPLICATION AVEC MATRICE D'ADN 
L'absence de produits de réplication à partir de l'ARN dans le cas de PLMVd pourrait 
aussi être due à des conditions inadéquates ou résulter d'une mauvaise structure de l 'ARN. 
Puisque l'ARN pol II est avant tout une enzyme dépendante de l'ADN et que celui-ci n'a 
pas une aussi grande variété de structures secondaires que l'ARN, il est logique de penser 
que la réplication de séquences de viroïdes, contenant une ou des séquence(s) 
responsable(s) de la liaison de l'enzyme et de l'initiation de la réplication, sous forme 
d'ADN, ne sera que plus efficace et que ces essais nous permettront de déterminer 
définitivement si l'enzyme a une quelconque affinité pour ces séquences. Le tableau II 
résume les expériences effectuées avec le vecteur sans insert (pBluescript II KS ( +/-)), avec 
pPDl linéarisé, et avec l'insert dimérique de PLMV d isolé du vecteur. Nous avons utilisé 
pPDl à la place de pPLS parce que la présence d'un site d'initiation de la réplication dans la 
séquence étant retrouvée. deux fois, nous devrions obtenir deux produits de réplication 
ayant 338 nt de différence. Des réactions de transcription avec le vecteur sans insert et 
linéarisé à une ou l'autre extrémité de l'insert de la construction pPDl démontrent la 
présence d'initiation de la transcription donnant des produits d'ARN puisqu'une digestion 
avec une RNase abolit la traînée. Les marqueurs de poids moléculaire et la hauteur 
maximum des produits de la traînée démontrent toutefois dans ces deux cas qu'il s'agit de 
produits de plus de 800 nt, suggérant que l'initiation de la transcription a lieu à l'intérieur 
du vecteur. L'absence de la traînée lorsque trois des quatre nucléotides sont absents 
suggère qu'il n'y a pas ou que très peu d'activité nucléotidyl-transf érase, contrairement au 
cas du poly[d(A-T)] . L'absence de réplication de l'insert dimérique de PLMVd isolé du 
vecteur confirme que l'ADN de PLMVd ne contient pas de séquences d'initiation de la 
réplication pour l'ARN pol II (tableau II). Toutefois, dans ce dernier cas, l'activité 
nucléotidyl-transférase est perceptible. Il est donc peu probable que l'ARN pol II soit 
l'enzyme responsable de la réplication de cette espèce de viroïde, surtout dans le cas où la 
spécificité de séquence serait l'élément clé de la reconnaissance et de la liaison par 
l'enzyme. 
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Tableau II: Sommaire de la réplication de pPDl. 
EHPÉRIENCE ET CONO Ill ONS RÉSULTAT 
pBluescript II KS Réplication 
( +/-) linéarisé 
sans insert 
pPD 1 linéarisé Réplication 
par BamH 1 ou 
EcoR 1 # 
Insert de Réplication 
pPDl Réplication suivie d'une DNase 
isolé 
Réplication suivie d'une RNase 
Réplication, omission du ATP, GTP, CTP 
Les conditions de réplication ainsi que les autres conditions utilisées dans ce tableau 







+ correspond à la présence d'une traînée; dans tous ces cas, la longueur maximum des produits composant la traînée est supérieure à 800 nucléotides 
signifie qu'aucun produit ou aucune traînée n'était présent 
* dans ce cas, une très faible traînée était visible 
# les résultats sont identiques que le vecteur pPD1 soit linéarisé avec BamH 1 ou 
EcoR 1. 
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3.1.3 CARACTÉRISATION DE CERTAINS PRODUITS DE 
RÉPLICATION 
Des trois séquences de viroïdes avec lesquelles j'ai essayé d'obtenir une synthèse 
dépendante de l'ARN, seulement TASVd a donné des produits d'une façon assez 
reproductible pour poursuivre plus loin l'investigation. Lors des essais de réplication en 
utilisant les transcrits de séquence correspondante à TASVd, il y avait présence d'un 
produit spécifique (fig. 8). L'analyse de ces résultats démontre qu'il s'agit d'une activité 
nucléotidyl-transférase puisque: 1) le même produit reste visible lorsqu'un des nucléotides 
(dans ce cas l'ATP) est absent, ce qui empêche toute réplication (il est à remarquer ici l'effet 
d'amplification de ce phénomène lorsque un ou plusieurs nucléotides sont absents); 2) 
l'emploi de différentes concentrations de cordycépine n'abolit pas la formation du produit 
(l'intensité des bandes dans les pistes correspondantes n'est pas linéaire, ce qui demeure 
inexplicable); 3) le produit est exactement à la même hauteur sur le gel que le transcrit 
déphosphorylé et phosphorylé par la T4 polynucléotide kinase (voir section 2.3.3). Cette 
observation suggère qu'il s'agit d'une activité nucléotidyl-transérase puisque 
conceptuellement une matrice ne peut pas être répliquée par un mécanisme simple (tel celui 
utilisé par les ARN polymérases conventionnelles) sans perdre les séquences du site de 
liaison et/ou de reconnaissance de la matrice par l'enzyme. La cordycépine est un analogue 
de l'ATP ne permettant pas l'élongation ultérieure du polymère d'ARN en 3' et permettant 
de détecter, outre des produits de synthèse avortés (plus courts que le transcrit matrice), 
certaines réactions autres que la polymérisation de nova de nucléotides. Il est à noter que 
l'activité nucléotidyl-transférase est présente en quantité égale, pour des conditions 
équivalentes, dans les réactions de réplication avec matrice de la figure 8, alors qu'elle est 
relativement plus visible dans l'essai avec omission d'un nucléotide. Ceci est logique 
puisque la proportion d'[a-32p]UTP par rapport aux nucléotides présents est augmentée, 
rendant d'autant plus probable qu'il serve à allonger le substrat, et donc augmentant d'une 
façon artificielle la visualisation de ce phénomène. 
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Figure 8: Autoradiogramme démontrant l'activité nucléotidyl-transférase de 
l'ARN pol II avec le transcrit de TASVd. 
Les conditions sont telles que décrites précédemment (voir section 2.3.4.1). Les 
conditions spécifiques sont 1) contrôle(+) avec le poly[d(A-T)] incubé 4 h à 37°C, 2) 
contrôle(+) avec le poly[d(A-T)] incubé toute la nuit à 22°C, 3) contrôle négatif sans 
matrice, 4) réplication de T ASV d 4 h à 37°C, 5) identique à la piste 4 mais incubé toute la 
nuit à 22°C, 6) identique à la piste 4, 7) identique à la piste 4 sauf omission de l'ATP, 8) 
à 10), identique à la piste 4 avec 2.5X, 0.5X ou 0.05X la concentration des autres 
nucléotides en cordycépine, 11) à 14), le transcrit de TASVd (415 nt) déphosphorylé-
phosphorylé comme marqueur de poids moléculaire; 11) (1/20)4 (ou 6.25 X 10-6) de la 
quantité de transcrits marqués lors de la réaction, 12) (1120)3 (ou 1.25 X 10-4) de la 
quantité de transcrits marqués lors de la réaction, 13) (1/20)2 (ou 2.5 X 10-3) de la 
quantité de transcrits marqués lors de la réaction, 13) 1120 (ou 0.05) de la quantité de 
transcrits marqués lors de la réaction. Les marqueurs de poids moléculaire habituels sont 
indiqués dans la marge. 
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Parallèlement, certains produits ont été obtenus à partir d'essais de réplication de 
transcrits correspondant à des fragments de séquence de PLMVd dérivés de pPL5 (voir 
sections 2.2.1 et 2.5 et fig. 9). D'une part, il a été démontré que l'emploi de la cordycépine 
n'abolit pas ces produits (non illustré), et d'autre part que chacun de ceux-ci a exactement la 
même longueur que le transcrit radiomarqué correspondant (fig. 9) . Un indice important 
sur les éléments requis pour cette activité nucléotidyl-transférase de la préparation d'enzyme 
nous est fourni en comparant les fragments d'ARN qui donnent cette activité. Ces 
fragments sont obtenus par transcription du plasmide pPL5; les transcrits obtenus en 
coupant l'insert avec différents enzymes de restriction s'autocoupent dans une certaine 
proportion (à cause des séquences de tête de marteau), nous donnant une variété de 
fragments de séquences de viroïdes en ARN (le numéro -1 représente le fragment entier 
issu de la transcription in vitro qui peut s'autocouper pour donner les produits -2, plus 
long, et -3, plus court). Ainsi, les fragments EcoR 1-2, BamH 1-1 et -3, Sma 1, Sty 1-1 et 
-3 sont marqués (malgré que cela ne soit pas visible sur la figure 9 pour BamH 1-1) alors 
que BamHl-2 et Sty 1-2 (même molécule) ne le sont pas. Les fragments marqués ont en 
commun une extrémité 3'-hydroxyle, et de tous les autres fragments obtenus à partir de 
pPL5, seulement ceux et tous ceux ayant cette extrémité sont des substrats pour l'activité 
nucléotidyl-transférase (non illustré) . Au contraire, les extrémités 2',3'-phosphocycliques 
ne sont pas des substrats pour cette activité. Il est à remarquer que dans le puits de Sty I-1 
(fig. 9, piste 8) deux bandes sont significatives (celles avec les deux plus faibles mobilités 
électrophorétiques); celle des deux avec la plus grande mobilité électrophorétique (la plus 
intense) est identique à celle retrouvée pour Sty I-3 et correspond à un des produits 
d'autocoupure du fragment initial. Finalement, une évidence négative supportant la 
présence de cette activité nucléotidyl-transférase provient du fait que le séquençage par 
extension d'amorce par transcription inverse et terminaison de chaîne par l'emploi de 
didésoxynucléotides des produits anticipés de la réplication de certains fragments n'ont 
donné aucun produit. Toutefois, aucun contrôle positif de la réaction n'a pu être employé, 
de sorte qu'il n'est pas certain que la technique fonctionnait. 
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Figure 9: Autoradiogramme des essais de réplication de certains fragments 
de la séquence de PLMV d obtenus à partir de pPLS. 
Les conditions sont telles que décrites précédemment (voir section 2.3.4.1). 1) contrôle 
(+)avec le poly[d(A-T)], 2) réplication du fragment obtenu par digestion de pPLS avec 
EcoR I, 3) contrôle(-) sans matrice, 4) à 10) réplication des fragments obtenus par 
digestion avec différents enzymes de restriction. Les numéros -1, -2, -3 représentent le 
fragment entier issu de la réplication, le produit le plus long et le produit le plus court 
provenant de l 'autocoupure du fragment entier, respectivement). 4) BamH I-1, 5) BamH 
I-2, 6) BamH I-3, 7) Sma I, 8) Sty I-1, 9) Sty I-2, 10) Sty I-3 , M) marqueurs de 
poids moléculaire; la taille en nt est indiquée dans la marge, ainsi que les marqueurs 
habituels. Le plasmide linéarisé par EcoR I a été transcrit par l'ARN polymérase T7, alors 











3.2 L'AUTOCOUPURE DE PLMVd 
L'autocoupure par tête de marteau se produit par structure simple ou double selon 
!'habilité de la séquence à former des tiges stables autour du site catalytique, surtout la tige 
III (fig. 10 et voir introduction). Tout comme les ARN satellites, la tête de marteau des 
deux polarités de PLMVd a une tige III stable (fig. lOC et D), ce qui suggère que 
l'autocoupure s'effectue par structure simple. En utilisant un variant de la séquence utilisée 
pour investiguer l'autocoupure durant la transcription et après la purification (Hemandez et 
Flores, 1992; fig. lOE), nous avons étudié plusieurs caractéristiques de l'autocoupure de 
transcrits monomériques, dimériques et tronqués, dans le but d'établir clairement le mode 
d'autocoupure et d'identifier les éléments responsables de l'efficacité de la réaction. 
Contrairement à plusieurs études utilisant des structures minimales, nous avons utilisé une 
séquence complète du viroïde puisque les résultats obtenus avec le génome entier reflètent 
plus fidèlement le mécanisme in vivo. 
3.2.1 LA SIMILARITÉ DE L'AUTOCOUPURE DES TRANSCRITS 
MONOMÉRIQUES ET DIMÉRIQUES 
Durant la transcription in vitro, les ARN monomériques et dimériques des deux 
polarités (provenant de pPL5 et pPDl) s'autocoupent efficacement, indiquant que les 
structures de la tête de marteau sont adoptées (fig. 11). Lorsque purifiés, les transcrits 
complets ainsi que les produits intermédiaires des transcrits dimériques n'ayant subit une 
coupure qu'à un des deux sites démontrent une activité catalytique du même niveau que les 
transcrits mono- et dimériques (Beaudry et al., 1995). Les transcrits positifs, mono- ou 
dimériques, démontrent une autocoupure légèrement plus grande que les transcrits négatifs. 
De 60 à 70% des transcrits positifs s'autocoupent, alors que seulement 50 à 55% des 
transcrits négatifs font de même. Le pourcentage total d'autocoupure à un site donné est 
obtenu en additionnant le pourcentage de réaction ayant eu lieu uniquement à ce site au 
pourcentage de coupure ayant eu lieu aux deux sites. De plus, l'autocoupure 
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Figure 10: Structures secondaires proposées pour PLMV d et ses motifs en 
"tête de marteau". 
A et B, structures secondaires consensus de la tête de marteau simple et double, 
respectivement. Les flèches indiquent les sites de coupure. C et D, structures secondaires 
proposées pour les polarités ( +) et(-), respectivement, de la tête de marteau de PLMV d. *, 
position des différences de nucléotides entre les variants de séquences connus. E, structure 
secondaire de moindre énergie proposée pour la séquence de PLMV d utilisée dans l'étude 
présente. La structure secondaire fut déterminée avec la version 2.0 de MFold (Zuker, 
1989). Les nucléotides du variant de séquence rapporté par Hemandez et Flores (1992), et 
différant de notre séquence sont encadrés et le G additionnel est indiqué par un cercle. Les 
séquences consensus de la tête de marteau sont indiquées par une barre vide pour la polarité 
(-)et par une barre pleine pour la polarité ( + ). Les flèches indiquent les sites de coupure. 
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Figure 11: Évaluation de l'efficacité d'autocoupure de PLMVd durant la 
transcription in vitro. 
Pistes 1 et 2, transcrits (-) monomériques et dimériques; pistes 3 et 4, transcrits mono- et 
dimériques ( +). La longueur des produits est indiquée dans la marge avec le symbole 
spécifiant la polarité. Le XC est à 12.5 cm de l'origine. 
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aux sites 3' et 5' semble être virtuellement identique à l'intérieur d'un transcrit dimérique, 
suggérant que la localisation de la tête de marteau ainsi que les séquences dérivées du 
vecteur n'influencent pas l'efficacité de la réaction. Finalement, des résultats obtenus en 
utilisant des transcrits mutés par PCR fournissent des évidences solides quant à 
l'implication de la structure en simple tête de marteau comme seul mécanisme 
d'autocoupure des transcrits des deux polarités de PLMVd (Beaudry et al., 1995). 
3.2.2 L'AUTOCOUPURE DES TRANSCRITS TRONQUÉS 
Pour investiguer l'importance de la structure secondaire et la possibilité d'interactions 
avec des séquences éloignées influençant l'efficacité de la réaction, nous avons préparé 
divers transcrits à partir de pPL5 préalablement digéré avec différentes enzymes de 
restriction et évalué l'efficacité de leur autocoupure durant la transcription et après la 
purification (tableau III). L'efficacité de l'autocoupure est virtuellement identique pour des 
transcrits tronqués dans une région correspondant soit au bras droit ou à la région centrale 
de PLMVd (brin(+): BamH I, Sty I; brin (-): EcoR 1, Kpn 1). Les transcrits (-) 
synthétisés après linéarisation avec Mbo II, qui coupe à l'extrémité droite du bras gauche, 
s'autocoupent au même niveau que les transcrits pleine longueur de EcoR 1. Donc, dans 
les conditions de réactions utilisées, les régions centrales et du bras droit n'influencent pas 
l'efficacité de l'autocoupure. Ces résultats suggèrent qu'il n'y a pas de structures ou de 
séquences importantes influençant la réaction qui sont localisées dans ces régions. 
Toutefois, l 'autocoupure est largement augmentée avec des transcrits permettant une 
synthèse complète de la tête de marteau mais qui sont tronqués près de l'extrémité du bras 
gauche, empêchant ainsi la synthèse du brin opposé de la structure native (polarité (-): 
Alw26 1; pour les deux polarités, les mêmes résultats ont été observés avec les mutants de 
délétion faits par PCR, non illustré). Donc, l'autocoupure est probablement gênée lorsqu'il 
y a adoption de la structure de moindre énergie libre. Ces résultats suggèrent que la région 
du bras gauche portant les séquences de la tête de marteau gouverne l'efficacité 
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Tableau III: Pourcentages d'autocoupure durant la transcription et après 
la purification de transcrits tronqués. 
Enz. Rest. Structure secondaire Transcription Purification 
Polarité { +} 
BamH I c ~ ~ 69 61 
Sty I c ~~ 68 65 
Polarité {-} 
EcoR I c ~~ 54 52 
5' 
Kpn I .J.. 51 54 l-
5' 
Mbo II ~ 54 49 
5' 
Alw26 I ~ 84 88 
.. 
Le nom des enzymes de restriction correspond au site de coupure dans 
pPL5. Une structure secondaire schématique du transcrit tronqué, basée 
sur la structure secondaire présentée à la fig. lOE est donnée pour 
permettre la localisation de leur extrémité 3'. Les flèches représentent le 
site de coupure de la tête de marteau. 
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de la réaction d'autocoupure et que l'adoption de la structure secondaire en tête de marteau 
soit l'étape limitante puisque la synthèse du brin opposé vient stabiliser la structure native et 
inhibe l'autocoupure. Des expériences de cinétiques réalisées au laboratoire supportent 
cette conclusion (Beaudry et al., 1995). 
Les proportions d'autocoupure de transcrits préparés à partir des plus longs produits 
d'amplification par PCR de la construction dimérique de pPD 1 conduisent aux mêmes 
conclusions (Beaudry et al., 19CJ5). Ces résultats confirment que l'autocoupure est inhibée 
lorsqu'il y a adoption de la structure secondaire la plus stable et que les deux séquences de 
tête de marteau en 3' et en 5' sont indépendantes dans leur mécanisme d'action. 
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CHAPITRE 4: DISCUSSION 
4.1 LA RÉPLICATION DE PLMVd 
4.1.1 JUSTIFICATION DU SYSTÈME UTILISÉ ET SOURCES 
D'ERREURS 
Les résultats obtenus suggèrent tous que l'ARN pol II n'est pas l'enzyme responsable 
de la réplication de PLMV d (fig. 7). Pourtant, nous avons d'excellentes raisons de croire 
que l'essai utilisé aurait dü assurer la réplication de ce viroïde. Les essais de réplication 
décrits ici sont différents en plusieurs points de leurs contreparties in vivo et il est 
souhaitable de discuter des principaux éléments qui divergent des conditions naturelles: 
l'enzyme, la matrice et les conditions de réplication. 
1) L'enzyme. Nous avons utilisé l'ARN pol Il de germe de blé pour plusieurs raisons: le 
germe de blé est facilement disponible et peu dispendieux, c'est l'enzyme utilisée dans les 
autres études de réplication in vitro (Rackwitz et al., 1981; Goodman et al., 1984; Tabler et 
Tsagris, 1990), et un protocole de purification efficace pour cette espèce était disponible. Il 
a été rapporté que certains viroïdes appartenant au groupe B sont répliqués par l 'ARN pol II 
(Tabler et Tsagris, 1990), que l'a-amanitine inhibe la réplication de viroïdes à 10-8M 
(Mtihlbach et Sanger, 1979) et que le Ka de l'ARN pol II se liant à PSTV d est plus élevé 
que celui avec des ARN contrôles (Goodman et al., 1984). Ces résultats ont été obtenus in 
vitro avec un viroïde (le PSTVd) isolé et une polymérase purifiée d'une espèce de plante 
différente de l'hôte naturel de ce viroïde. Il faut donc reconnaître que tous les essais de 
réplication in vitro de séquences de viroïdes ne sont que des modèles tentant de reproduire 
le plus fidèlement possible mais d'une manière artificielle ce qui se déroule in vivo. Même 
si la logique préconise d'utiliser l'enzyme de la pêche pour étudier le viroïde de la pêche, la 
très grande conservation de cette enzyme dans tout le monde eucaryote (Young, 1991) nous 
donne raison de croire que la provenance spécifique de l'enzyme n'est pas déterminante 
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dans l'aspect qualitatif des résultats. Il est donc probable que la spécificité d'espèce des 
infections de viroïdes soient liées aux autres interactions avec l'hôte. Toutefois, Rackwitz 
et al. (1981) ont obtenu des différences quantitatives d'incorporation de radioactivité lors de 
la réplication de plusieurs autres matrices d'acides nucléiques entre l'enzyme du germe de 
blé et celle de la tomate. L'enzyme utilisée dans nos travaux aurait pu être inefficace ou 
dégradée mais nous avons fait la preuve du contraire (fig. 7, 8 et 9). Nous pouvons donc 
affirmer, avec une marge de confiance raisonnable, que l'emploi de la polymérase de germe 
de blé est fondé et que l'enzyme obtenue après purification du germe de blé était 
fonctionnelle. 
2) La matrice. Des raisons nous permettant de croire qu'il est fondé de substituer un 
transcrit synthétique à un viroïde sont que ceux-ci n'ont pas de nucléotides modifiés jouant 
potentiellement un rôle clé dans leur biologie, comme dans le cas des ARNt, et que la 
structure adoptée par la majorité des transcrits linéaires est probablement identique à une 
molécule de viroïde circulaire, ce qui est confirmé par la prédiction de structures par 
ordinateur. Les viroïdes "synthétiques" et naturels sont donc assez semblables pour 
conduire des essais enzy'matiques tels que ceux décrits dans cet ouvrage. Les matrices 
utilisées provenaient de la transcription in vitro de clones de viroïdes parce que la quantité 
de matériel ainsi disponible n'est pas limitante, ce qui aurait été le cas si nous avions dü 
isoler ces espèces. 
La dégradation des transcrits semble poser plus de problèmes. Une déphosphorylation 
suivie d'une phosphorylation des extrémités 5' a démontré à plusieurs occasions que tous 
les transcrits linéaires sont plus ou moins dégradés et que dans certains cas, notamment 
celui du transcrit linéaire de pleine longueur(+) et(-) de PLMVd, le transcrit ne représentait 
plus qu'une petite fraction des séquences voulues. Toutefois, les transcrits de TASVd et de 
PSTVd n'étaient que peu dégradés, et les essais de réplication effectués avec PLMVd 
utilisaient une matrice circularisée, donc beaucoup plus résistante à la dégradation, justifiant 
d'autant plus son utilisation. 
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3) Les conditions expérimentales. Les conditions des essais enzymatiques pourraient avoir 
été inadéquates. Cependant, ceci est peu probable puisque d'une part l'activité de l'enzyme 
fut démontrée sous ces mêmes conditions et d'autre part parce que les conditions de notre 
protocole de réplication, celui du Dr. E. M. Tsagris, celui utilisé par Rackwitz et al. (1981), 
et celui de Goodman et al. (1984) ne comportent que des différences mineures. Il n'est 
cependant pas exclu que la réplication de PLMVd par l'ARN pol II puisse requérir un 
facteur protéique quelconque, non requis pour la réplication de PSTV d et absent de la 
purification effectuée. Toutefois, cette hypothèse est peu probable. Il faut finalement 
remettre ces essais dans le contexte in vivo, où l'infection est latente et/ou très lente, 
puisque l'apparition des premiers symptômes se produit la deuxième année après la 
plantation et qu'un effet sévère ne se produit souvent qu'après cinq ans (Flores et al., 
1990). Il est possible que les conditions de réaction, dont le temps d'incubation, n'aient pu 
démontrer les interactions telles qu'elles se produisent in vivo, comme dans le cas où ces 
interactions seraient très faibles ou en compétition avec d'autres. Toutefois, cette 
hypothèse est encore une fois peu probable puisque les essais enzymatiques in vitro avec 
l'ARN pol II ou de l'ARN se sont la plupart des fois montrés de bons modèles d'étude de 
la contrepartie in vivo. Il est donc raisonnable d'affirmer que les résultats obtenus sont 
fiables. 
4.1.2 L'ARN POL II ET LA RÉPLICATION DE PLMVd 
Comme mentionné précédemment, l'ARN pol II ne semble pas responsable de la 
réplication des transcrits de PLMVd. Ceci est corroborée par l'absence de réplication en 
utilisant les mêmes séquences sous forme d'ADN double brin (donc plus permissives à une 
reconnaissance par spécificité de séquence primaire). Des études de liaison par gel de 
retardation entre l'enzyme et des fragments de PLMVd provenant de pPL5 effectuées dans 
notre laboratoire n'ont pas démontré d'interactions significatives (E. Dufour et J.P. 
Perreault, communication personnelle). Notons que Goodman et al. (1984) ont obtenu 
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certaines évidences suggérant que la reconnaissance des viroïdes (PSTV d) par la 
polymérase n'est pas dépendante de la structure secondaire de ceux-ci puisque leur 
dénaturation à la chaleur n'affecte pas leur activité de matrice et que le virusoïde du «velvet 
tobacco mottle virus», le VTMoV RNA2, a une constante de liaison à l'enzyme 
substantiellement plus faible que celle de PSTVd pour la même enzyme et ne démontre 
aucune activité de matrice. Une quelconque activité de l'ARN pol II de reconnaissance, 
liaison et initiation de la réplication, reliée à la séquence primaire, aurait donc due être 
détectée si tel est le cas in vivo. De plus, j'ai vérifié la présence de rapprochements dans la 
séquence de PLMVd avec les consensus des deux ARN polymérases I et III eucaryotiques. 
L'ARN pol I n'a pas de séquences consensus car elle se fixe aux facteurs B et S qui eux 
ont une séquence de liaison à l'ADN spécifique à chaque espèce (Damell et al., 1990). 
Quant à l'ARN pol III, elle se fixe à des facteurs protéiques de transcription qui se lient à 
deux séquences consensus séparées d'environ une trentaine de nucléotides (Damell et al., 
1990). Ces boîtes, A et B, ont les consensus 5'TGGCNNAGTGG et 
GGTTCGANNCC3' respectivement et ne se retrouvent pas dans la séquence de PLMVd 
en substituant les T par dés U. Toutefois, des séquences ayant trois mutations chacune par 
rapport aux consensus de l 'ARN pol III et séparées de 31 nt sont présentes chez PLMV d 
aux nt 139-149 et 197-206. Ceci suggère que l'ARN pol III est peut-être impliquée dans la 
réplication de PLMVd. Cependant, l'importance de ces ressemblances n'a pas été 
investiguée. 
L'analyse des résultats suggérant que l'ARN pol II réplique certains viroïdes peut 
soulever certaines critiques. Il m'est difficile de considérer comme probables certaines 
hypothèses sur la réplication des viroïdes puisqu'il y a un certain enchevêtrement dans les 
résultats et les conclusions de la littérature. Ainsi, Rackwitz et al. (1981) ont obtenu des 
produits sur gel dénaturant avec la polymérase de tomate qui ont une longueur identique à 
l'ARN de PSTVd linéaire radiomarqué, ce qui ressemble fortement à nos résultats avec 
TASV d. Cependant, ils disent avoir vérifié qu'il ne s'agissait pas d'une activité 
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nucléotidyl-transférase sur les molécules de viroïdes. Ces résultats rappellent les étapes de 
réplication et de coupure des multimères en monomères, qui dans ce dernier cas ne sont pas 
connues chez PSTVd. C'est entre autre pour vérifier ces résultats que nous avons utilisé 
PSTVd comme contrôle positif, sans toutefois pouvoir les répéter. De plus, Goodman et 
al. (1984) détectent un niveau de liaison ARN pol II-ARN (ARN quelconque, non-
spécifique à PSTVd) beaucoup plus élevé que prévu; malgré le fait que la liaison spécifique 
à PSTVd soit plus élevée qu'aux autres ARN et ADNs sans promoteur, un Ka 
sensiblement plus fort était attendu. Ce faible Ka pourrait toutefois permettre 
l'accumulation d'un grand nombre de copies de viroïdes dans une cellule infectée sans 
complètement bloquer la transcription normale et expliquerait la très lente réplication in 
vivo. Ne perdons pas de vue non plus les résultats dissonants tels l'inhibition de la 
réplication de viroïdes à certaines concentrations d'actinomycine D (Diener et Smith, 1975; 
Takahashi et Diener, 1975; Mühlbach et Sanger, 1979), la trace de synthèse de CEVd 
même à hautes concentrations d'a-amanitine (Riesner et Gross, 1985), ainsi que 
l'obtention de transcrits de pleine longueur de PSTVd aussi bien avec l'ARN pol II 
(Rackwitz et al., 1981) qu'avec une ARN polymérase dépendante de l'ARN (Boege et al., 
1982). 
Quoique l'ARN pol II ADN-dépendante soit malgré tout le meilleur candidat pour la 
réplication des viroïdes du groupe B, l'implication des autres polymérases (1 et Ill) ou 
d'autres enzymes n'est pas exclue puisque l'implication de l'ARN pol II n'est pas 
démontrée hors de tout doute. 
Des études d'inhibition avec l'a-amanitine de produits d'ARN spécifiques à ASBVd 
démontrent que la synthèse d'ARN spécifique à ASBVd n'est pas affectée par de fortes 
concentrations ( 1 à 200 mg/mL) de la toxine (Marcos et Flores, 1992) qui inhibe 
typiquement les ARN pol II et III eucaryotiques, et ce contrairement aux résultats 
précédemment obtenus avec HSVd, CEVd, et PSTVd (Mühlbach et Sanger, 1979). Ces 
résultats suggèrent qu'au bien l'ARN pol 1 ou une polymérase non identifiée, résistante à 
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l 'a-amanitineetARN-dépendante, pourrait jouer un rôle dans la réplication d'ASBVd. Il 
s'agit donc d'une première évidence proposant qu'ASBVd et par extension tous les 
viroïdes du groupe A n'utilisent probablement pas l'ARN pol II pour leur réplication. 
En considérant qu'une activité matricielle et même des sites précis d'initiation ont été 
obtenus pour PSTVd, CSVd et CEVd avec l'ARN pol II (Tabler et Tsagris, 1990), un 
schéma nouveau semble émerger à propos de la réplication, toutefois encore nébuleuse, des 
viroïdes. L'ARN pol Il est probablement impliquée dans la réplication des viroïdes du 
groupe B mais pas dans celle des viroïdes du groupe A. Les sites d'initiation publiés pour 
CSVd et CEVd se retrouvent à l'intérieur de la région riche en purines, ce qui fait de cette 
région (présente chez tous les viroïdes du groupe B) une cible potentielle pour la 
reconnaissance de la molécule par l'enzyme, la liaison et l'initiation subséquente, d'autant 
plus que cette région riche en polypurines est absente de tous les viroïdes du groupe A. 
D'ailleurs, l'initiation de la transcription chez le gène de la protéine ribosomale 816 est 
définie par une région riche en polypurines et s'effectue à l'intérieur de cette région 
( «polypurine tract>>) (Hariharan et Perry, 1990), formant une classe à part d'élément 
initiateur (séquence défirussant le site d'initiation d'une façon indépendante d'une boîte 
TAT A et présente chez tous les promoteurs) et fournissant un autre argument en faveur du 
fait que l'initiation de la réplication est dépendante de la structure primaire. Des 
rapprochements comme ceux de la région riche en polypurines ne semblent pas avoir été 
effectués entre la séquence consensus de l'élément initiateur eucaryotique (5'-
GNNCTCANNNT-3') ou les autres séquences conservées relatives à l'initiation de la 
transcription des gènes (boîtes TATA ou CAAT) (Zawel et Reinberg, 1993) et des 
séquences de viroïdes (Tabler et Tsagris, 1990). Le consensus élargi de l'élément initiateur 
(5'-C(T/A)C(Aff)-3') peut être suffisant pour obtenir une faible liaison de l'ARN pol II 
(Zawel et Reinberg, 1993). L'obtention de molécules chimériques contribuera 
probablement dans le futur à tester cette possibilité. 
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L'obtention d'une bande avec PSTV d (fig. 7) est peut-être un élément en accord avec 
cette hypothèse de la participation de la pol II selon les groupes de viroïdes. Les calculs 
approximatifs effectués à partir de la hauteur relative de la bande par rapport à l'origine de 
migration suggèrent une longueur du produit de 245 ± 30 nt, ce qui situerait le site 
d'initiation dans la partie droite de la molécule. Le site publié pour cette espèce se situe à 
l'extrémité droite de la molécule, contrairement à CEVd et à CSVd. Tabler et Tsagris 
(1990) n'ont d'ailleurs pas identifié de structure commune aux trois viroïdes dont les sites 
d'initiation sont publiés, indiquant pourquoi l 'ARN polymérase II de plante initie 
spécifiquement à ces sites. De plus, certains ont déjà obtenu des produits de réplication 
intermédiaires à partir de PSTVd (Dr. E. Mina Tsagris, communication personnelle; 
Rackwitz et al., 1981), ce qui laisse croire à la possibilité de plusieurs sites d'initiation ou 
de terminaison. La longueur du produit, qui est inférieure à celle du transcrit (406 nt), 
suggère qu'il s'agit de réplication et non de l'activité nucléotidyl-transérase; toutefois, la 
démonstration qu'avec un autre viroïde du groupe B, TASVd, seulement l'activité de 
marquage est détectable à partir des transcrits contribue à faire penser le contraire. La 
vérification que le produit obtenu à partir de PSTVd est ou n'est pas une activité 
nucléotidyl-transférase n'a pas été faite. Un essai de réplication à partir d'un PSTVd 
circularisé ou isolé aurait été un meilleur contrôle que celui effectué avec un transcrit 
linéaire. 
Un deuxième résultat proposant l'absence de participation de la pol II chez les viroïdes 
du groupe A est le fait que des études d'hybridation in situ ont démontrée qu'ASBV d avait 
une localisation chloroplastique.(Lima et al., 1994). Puisque ces organelles, qui sont 
dépourvues d'ARN pol II nucléaire sont très anciennes, il est concevable que l'enzyme 
associée à la réplication des viroïdes du groupe A, probablement les ancêtres des autres 
viroïdes et des ARN satellites, soit aussi très ancienne. Les auteurs proposent d'ailleurs 
que la pol II n'est pas l'enzyme recherchée. On sait que les chloroplastes proviennent de la 
colonisation d'une cellule eucaryotique ancestrale par endosymbiose d'une bactérie 
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photosynthétique. Cette organelle contient environ 60 gènes impliqués dans la transcription 
et la traduction des gènes chloroplastiques, dont quatre sous-unités d'une ARN polymérase 
hautement homologue aux sous-unités a, j3 et 13' de l'ARN polymérase d'E. coli. Il est 
donc possible que la polymérase du chloroplaste (ou une autre enzyme) soit responsable de 
la réplication de ces viroïdes. Puisque cette enzyme est semblable à la polymérase des 
procaryotes, la possibilité que certains procaryotes soient aussi hôtes de viroïdes ou d'ARN 
pathogènes sub-viraux circulaires est soulevée. Parallèlement, Goodman et al. ( 1984) 
démontrent qu'un virusoïde, le VTMoV RNA2, n'a qu'une très faible affinité de liaison 
pour l'ARN pol II et n'a aucune activité matricielle de réplication. Ces résultats, ainsi que 
l'obtention de copies de pleine longueur d'ARN de PSTVd par une ARN polymérase 
dépendante de l'ARN par Boege et al. (1982) vient ajouter du poids à cette possibilité d'une 
autre polymérase que l'ARN pol II impliquée dans la réplication des viroïdes du groupe A. 
Un lien dans la nature de la polymérase utilisée par les viroïdes du groupe A et par les ARN 
satellites serait-il un point commun supplémentaire entre ces deux groupes, en plus du fait 
qu'ils sont les seuls à pouvoir s'autocouper et possiblement à s'autoliguer? 
La réplication des viroïdes étant le point central de leur biologie, il y a possiblement eu 
coévolution entre l'affinité de leur polymérase pour eux et leur «fitness» écologique. Il est 
donc très plausible qu'à l'origine, une polymérase plus ancienne, donc ayant une spécificité 
beaucoup plus réduite pour ses matrices, ait confondu un viroïde ou une séquence d'ARN 
exogène et infectieuse pour sa matrice d'ADN habituel. Une évolution divergente 
subséquente aurait pu résulter en plusieurs espèces de viroïdes moins autonomes et plus 
dépendants de leurs hôtes, se retrouvant dans une autre localisation subcellulaire, utilisant 
une polymérase plus spécifique et ayant apprivoisé d'autres enzymes ou facteurs protéiques 
pour la coupure de leurs multimères, comme c'est probablement le cas des espèces du 
groupe B. 
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4.2 L'AUTOCOUPURE DE PLMVd 
Les diverses expériences rapportées ici concernant l'autocoupure de PLMVd nous 
permettent de conclure que l'ARN des deux polarités s'autocoupe durant la transcription et 
après la purification. De plus, les expériences avec transcrits tronqués démontrent que 
l'efficacité de l'autocoupure est contrôlée par la stabilité des structures alternatives, incluant 
le motif de la tête de marteau, par rapport à la structure native. Ces résultats ne laissent pas 
entrevoir la contribution d'interactions tertiaires. La structure secondaire de la 
conformation autocatalytique est moins stable en terme d'énergie libre que celle native, ce 
qui limite la réaction (voir tableau III et section3.2.2). Le changement conformationnel de 
la structure native à la structure alternative, incluant le centre catalytique de la tête de 
marteau, est l'étape limitante. Ce n'est pas l'étape chimique de scission du lien covalent qui 
est limitante. Ceci est similaire pour tous les ARN possédant des motifs de tête de marteau 
(Sheldon et Symons, 1989). 
pPL5 est un variant de séquence de pST18 (Hernandez et A ores, 1992) contenant une 
insertion (G) et 15 substitutions dont 11 se trouvent dans la partie gauche de la molécule 
(voir fig. lOE), qui est la région la plus stable de PLMVd. Ces mutations affectent la 
structure secondaire native localement, mais les énergies libres (L\G) de la région entière du 
bras gauche lorsqu'en structure native demeurent identiques (non illustré). De plus, ces 
mutations n'affectent pas la structure secondaire de la tête de marteau (fig. lOC et D); ainsi, 
une covariation des nucléotides appariés est observée, ce qui suggère une pression sélective 
en faveur de l'activité d'autocoupure. L'adoption efficace de structures alternatives par les 
viroïdes, incluant la tête de marteau, est d'une importance cruciale pour leur réplication 
puisque la coupure autocatalytique relâche les copies monomériques des multimères. 
L'étude des isomères conformationnels des viroïdes est évidemment essentielle pour 
comprendre leurs activités biologiques. 
Contrairement à ASBVd, PLMVd ne démontre la participation que de la structure 
simple de la tête de marteau dans la maturation de ses multimères (Beaudry et al., 1995). 
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Cette caractéristique n'était précédemment associée qu'aux ARN satellites. Notre étude 
indique que le mode d'autocoupure ne peut être un caractère taxonomique catégorique nous 
permettant de différencier les viroïdes des ARN satellites. Cette observation supporte la 
position proposée pour PLMVd entre ASBVd et vLTSV (Bussière et al., 1995). 
Finalement, la structure de la tête de marteau, simple ou double, peut être reliée à 
d'autres caractéristiques des viroïdes, comme la présence de multimères dans les cellules 
infectées. Ainsi, ASBVd, qui s'autocoupe sur son brin(+) par une double tête de marteau 
et sur son brin(-) par une structure double lors de la transcription et surtout par une 
structure simple après purification (Davies et al., 1991), voit apparaître in vivo une grande 
quantité d'oligomères de polarité positive (allant jusqu'à des octamères) et un faible niveau 
d'oligomères de polarité négative (Marcos et Flores, 1992). Parallèlement, PLMVd, qui 
dans tous les cas a une structure de coupure simple, devrait ne produire qu'une très faible 
quantité de multimères positifs et négatifs dans les cellules qu'il infecte. Ces relations sont 
très probablement explicables par le fait que la formation de structures doubles requiert au 
moins deux séquences complètes de tête de marteau, donc un dimère du viroïde. Puisque 
l'autocoupure dans ce ca.S ne se produit pas immédiatement après la synthèse, il y a donc 
stabilisation par le brin opposé et adoption de la structure native, d'où une coupure 
beaucoup moins efficace. La présence de multimères est possiblement une conséquence de 
la composition des motifs catalytiques en structure double par des séquences éloignées (fig. 
lOB). Comparativement, la structure simple chez ASBV d (-) et chez PLMV d, composée 
de séquences adjacentes, doit permettre une autocoupure presqu'instantanée du brin 
synthétisé lorsqu'il sort du complexe de synthèse, ce qui explique la faible accumulation 
des copies multiples chez ces espèces d'ARN. La stabilité de la tige III a donc des 
répercussions profondes sur la biologie des viroïdes du groupe A. 
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4.3 CONCLUSION 
À partir des éléments discutés dans cet ouvrage, il est possible de dresser un résumé 
des connaissances concernant la réplication des deux grands groupes de viroïdes et d'y 
situer PLMVd (fig. 12). PSTVd (fig. 12A) est très probablement répliqué par l'ARN pol Il 
en multimères tétra- à pentamérique en moyenne. Ses multimères positifs sont 
monomérisés puis ligués par des enzymes de 1 'hôte. ln vitro, il a été démontré que 
l'endoribonucléase Tl peut effectuer ces étapes. Toutefois, ce n'est qu'un modèle et une 
enzyme correspondante, peut-être une endoribonucléase G, est responsable de la catalyse 
de la coupure. Une RNA Iigase impliquée dans la maturation des ARNt pourrait être 
responsable de la ligation. PSTVd voit sa réplication s'effectuer dans le noyau des cellules 
qu'il infecte, endroit où l'on retrouve l'ARN pol II et probablement les enzymes de 
maturation impliquées. Pour sa part, ASBVd (fig. 12B) (groupe A) est répliqué dans le 
chloroplaste par une enzyme inconnue pour le moment, qui n'est très probablement pas 
l'ARN pol II. ASBVd mature ses multiroères par une autocoupure catalysée par l'ARN. II 
est connu qu'ASBVd produit une certaine quantité d'oligomères (+) assez longs (allant 
jusqu'à des octamères) et que ses multimères (-) sont plus courts. Comme mentionné 
précédemment, ce phénomène semble relié au fait que l'autocoupure des brins (+) 
s'effectue uniquement par structure autocatalytique double, requérant des séquences 
éloignées et étant donc moins efficace qu'une structure simple, tel qu'utilisée pour le brin (-
). La Iigation des monomères devrait pouvoir se faire de façon autocatalytique de moins 
pour la polarité(-) puisque les deux extrémités provenant de l'autocoupure sont juxtaposées 
par appariement de bases avec le brin opposé dans la structure native (observation 
personnelle). Toutefois, l'implication d'une RNA ligase n'est pas exclue. Quant à PLMVd 
(fig. 12C), nous savons maintenant qu'il n'est pas répliqué par l'ARN pol Il. Comme 
ASBVd, il est possible que sa réplication s'effectue aussi dans le chloroplaste par une 
enzyme provenant de cette organelle. Une analyse par hybridation in situ permettrait de 
vérifier cette hypothèse. Les étapes d'autocoupure sont bien caractérisées et 1 'adoption 
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d'une structure simple efficace pour libérer les monomères aussitôt sortis du complexe de 
synthèse ne devrait pas permettre l'accumulation de longs oligomères. Des hybridations de 
type «Northem» devraient permettre de vérifier cette hypothèse. L'autoligation des deux 
transcrits des deux polarités a été démontrée pour cette espèce (La.fontaine et al., 1995). 
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Figure 12: Résumé de la réplication de PSTVd, d'ASBVd et de PLMVd. 
Les lettres vides représentent la localisation subcellulaire de ces mécanismes de réplication. 
La longueur des ARN représente de façon approximative leur longueur relative in vivo. Se 
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Les différences majeures émanant de ce schéma de la réplication des deux groupes de 
viroïdes sont la localisation subcellulaire de ces étapes, ayant comme corrolaire évolutif 
l'emploi d'enzymes de réplication probablement différentes, et d'autre part la dépendance 
vis-à-vis l'hôte pour la maturation des multimères linéaires en monomères circulaires. Les 
viroïdes du groupe A sont autocatalytiques et indépendants de leurs hôtes, caractéristique 
étant probablement associable d'une façon ou d'une autre à la phylogénie relative des deux 
groupes. Les viroïdes du groupe B, probablement plus nouveaux dans l'évolution, ont 
développé une dépendance envers leurs hôtes pour la maturation de leurs intermédiaires de 
réplication. Nous pouvons donc nous demander, autant pour l'utilisation d'enzymes de 
réplication différentes que pour les différents mécanismes de maturation des multimères, si 
ces divergences dans le cycle de réplication et la biologie de ces organismes est une cause 
ou bien une conséquence de la localisation subcellulaire, elle aussi différente entre ces 
groupes. 
Il est donc possible que l'évolution des ARN pathogènes sub-viraux circulaires ait été 
parallèle à celle des différentes enzymes de synthèse dans les cellules hôtes et que la 
promiscuité entre ces organismes et leurs hôtes se réflète dans leur phylogénie 
contemporaine. Il est aussi probable que l'étape de la polymérisation soit l'étape 
déterminante dans la biologie et l'évolution de ces organismes puisque la propriété 
d'autocoupure et d'autoligation semble s'être perdue au cours de l'évolution avec 
l'augmentation de la dépendance vis-à-vis l'hôte. Avec l'avancement des connaissances 
dans le domaine, les espèces macromoléculaires de l'hôte sur lesquelles la biologie des 
viroïdes est fondamentalement basée seront découvertes, pour leur réplication et leur 
pathogénèse. De plus, il deviendra de plus en plus évident que les interactions entre le 
parasite et son hôte reflètent précisément la sélection naturelle au niveau moléculaire. 
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